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Liste des abréviations 

 

β-PDGFR : Platelet-Derived Growth Factor Receptor β-subtype 

γH2AX : phosphorylation de la lysine 139 du variant d’histone H2AX 

5caC : 5-carboxylcytosine 

5fC : 5-formylcytosine 

5hmC : 5-hydroxyméthylcytosine 

5mC : 5-méthylcytosine 

8OdG : 7,8-dihydro-8-oxoguanine, aussi appelée 8-oxoguanine 

8-oxo-dGTP : 8-oxo-7,8-dihydro-2′-deoxyguanosine 

A 

ADN: Acide DésoxyriboNucléique 

AID : Activation Induced cytidine Deaminase 

ALP : Phosphatase ALcaline 

AMH : Hormone Anti-Müllérienne 

AP2γ : Activating enhancer binding Protein 2 Gamma 

APE1 : Endonuclease APurinique/APyrimidique 1 

APOBEC : APOlipoprotein B mRNA editing Enzyme 

AR : Acide Rétinoïque 

ARN : Acide RiboNucléique 

ARNm : ARN messager 

ATM : Ataxia Telangiectasia Mutated 

ATP : Adenosine-TriPhosphate 

ATR : Ataxia-Telangiectasia mutated and Rad3-related 

B 

BADGE : Bisphenol A DiGlycidyl Ether 

BCL2 : B-Cell Lymphoma 2 

BER : Base Excision Repair 

BLIMP1 : B lymphocyte-Induced Maturation Protein-1, autre nom de PRDM1 

BMP2, BMP4, BMP8b : Bone Morphogenic factor 2, 4, 8b 

BPA, BPAF : Bisphenols A et AF 

C 

CDB : Cassure Double Brin  

CDH4 : ChromoDomain Helicase DNA-binding protein 4 

CGP : Cellule Germinale Primordiale 

CIS : Carcinome In Situ 

cKIT : KIT proto-oncogene, receptor tyrosine kinase = CD117 

CMR : Cancérogène, Mutagène ou Reprotoxique 

CO : CrossOver (anglais) ou Crossing-Over (français) 

CS : Complexe Synaptonémal 

CSS : Cellule Souche Spermatogoniale 

CYP26B1 : CYtochrome P450 family 26 subfamily B member 1 
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DAZL : Deleted in AZoospermia-Like 

DDR :  DNA-Damage Response 

DDX4 : DEAD-box helicase 4 = MVH = VASA 

DEHP : Di(2-EthylHexyl)Phtalate 

DHT : DiHydoTestostérone 

DL50 : Dose Létale 50  

D-loop : Displacement-loop 

DMC1 : Disrupted Meiotic cDNA 1 

DMRT1 : Doublesex- and Mab-Related Transcription factor 1 

DMRTB1 : DMRT like family B with proline rich C-terminal 1 

DND1 : Dead eND1 

DNMT1, DNMT3A, DNMT3B : DNA MethylTransferases 1, 3A, 3B 

DNMT3L : DNA MethylTransferase 3-Like 

DPPA3 : Developmental Pluripotency-Associated Protein 3 

E 

EMSA : Electrophoretic Mobility Shift Assay   

EMX2 : EMpty spiracles homeoboX 2 

ERO : Espèces Réactives de l’Oxygène 

ET : Élément Transposable 

F 

FEZF1 : FEZ Family zinc finger 1 

FGF8, FGF9 : Fibroblast Growth Factor 8 et 9 
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FOXO1 : FOrkhead boX O transcription factor 1 

FSH : Follicle Stimulating Hormone 

G 

G4 : G-quadruplex  

GATA2, GATA3, GATA4 : GATA binding protein 2, 3 et 4 

GDNF : Glial cell line-Derived Neurotrophic Factor 
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GnRH : Gonadotropin-Releasing Hormone 
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H2O2 : peroxyde d’hydrogène 

hCGP : Cellule Germinale Primordiale humaine 

HOXB1 : HOmeoboX gene B1 

H3K4me2/3 : di- ou tri-méthylation de la lysine 4 de l’histone H3 

H3K36me3 : triméthylation de la lysine 36 de l’histone H3 
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ID4 : Inhibitor of DNA binding 4 
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JPC : Jour Post-Coïtum 

JPP : Jour Post-Partum 
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KBrO3 : bromate de potassium 

KO : KnockOut 

KRAS : Kirsten RAt Sarcoma viral oncogene homolog 
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LH : Luteinizing Hormone  

LHX9 : Lim HomeoboX protein 9 

L-PGDS : Lipocalin ProstaGlandin D Synthase 

LSD1 : Lysine-Specific Demethylase 1 

M 

MAEL : MAELstrom spermatogenic transposon silencer 

MAGEA4 : MAGE family member A4 

MAPK : Mitogen-Activated Protein Kinases 

MBP : Methyl-CpG Binding Proteins  

MEHP : Mono-2-EthylHexyl Phtalate 

MEIOB : MEIosis specific with OB-fold 

MLH1, MLH3 : MutL Homolog 1 et 3 

MMR : MisMatch Repair 

MOF : Follicule Multi-Ovocytaire 

MSH6 : MutS Homologue 6 

MTH1 : MutT Homologue 1 

mTORC1 : mammalian Target Of Rapamycin Complex 1 

MUTYH : MUTY Homologue DNA glycosylase 
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NAC : N-AcetylCysteine 

NANOS3 : NANOS homolog 3 

NANOS2 : NANOS C2HC-type zinc finger 2 
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NEIL1, NEIL3 : NEI endonuclease VIII-Like 1 et 3 

NER :  Nucleotide Excision Repair 

NF-κB : Nuclear Factor-kappa B 
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NHEJ: Non-Homologous End Joining 

NRF2 : Nuclear factor erythroid 2-Related Factor 2 

Nr5a1 : Nuclear receptor subfamily 5 group A member 1, gène codant pour SF1 

 



    
 

 
 

 

O 
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O2
●- : anion superoxyde 

o8G : 8-hydrOxyGuanosine 

OCT4 = OCT3/4 : OCTamer-binding transcription factor 4, codé par le gene POU5F1 

OGG1 : 8-OxoGuanine DNA Glycosylase 1 
●OH : radical hydroxyle 

OMS : Organisation Mondiale pour la Santé 

P 

PDGF-B, PGDF-D : Platelet-Derived Growth Factor B et D 

PDPN : PoDoPlaNine 

PGD2 : ProstaGlandine D2 

PE : Polluants Environnementaux 

PI3K-AKT : PhosphoInositide 3-Kinase - protéine kinase B 

PLZF : Promyelocytic Leukemia Zinc Finger 

POLβ : ADN POLymérase β  

POU5F1 : POU class 5 homeobox 1, gène codant pour OCT3/4 

PPAR : Peroxisome Proliferator Activated Receptors 

pRB : RetinoBlastoma protein 

PRDM1, PRDM9, PRDM14 : PR/set DoMain 1, 9 et 14 
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RAD51 : RAD51 recombinase 

RAR : Récepteurs de l’Acide Rétinoïque 

RASGFR1 : RAS protein-specific Guanine nucleotide-Releasing Factor 1 

RET : REceptor Tyrosine kinase 

RH : Recombinaison Homologue 

RHEB : Ras Homolog Enriched in Brain 

ROO● : radicaux peroxyles 

RPA : Replication Protein A 

RSPO-1 : R-SPOndin gene 1 

S 

SCF : Stem Cell Factor 

scRNA-Seq : Séquençage ARN sur cellules uniques 

SDSA : Synthesis Dependant Strand Annealing 

SF1 : Steroidogenic Factor 1 

SG : Semaines de Grossesse 

SIRT1 : SIRTuin type 1 

SMAD : Sma Mothers Against Decapentaplegic 

SOX2, SOX9, SOX12, SOX17 : Sry-bOX containing gene 2, 9, 12, 17 

SP1 : Specificity Protein 1 

SPATA22 : SPermatogenesis Associated 22 

SPO11 : SPOrulation protein homolog 11 



    
 

 
 

 

SRY : Sex-determining Region of Y chromosome 

SSEA-1 : Stage-Specific Embryonic Antigen 1 

STRA8 : STimulated by Retinoic Acid 8 

SYCE1, SYCE2, SYCE3 : SYnaptonemal Complex central Element protein 1, 2 et 3 

SYCP1, SYCP2, SYCP3 : SYnaptonemal Complex Protein 1,2 et 3 

T 

TCGT : Tumeur des Cellules Germinales Testiculaires 

TCR : Transcription Coupled Repair 

TDG : Thymine DNA Glycosylase 

TDRD6 : TuDoR Domain containing 6 

TET : Ten-Eleven-Translocation 

TEX14, TEX15 : Testis EXpressed 14 et 15 

TFAP2C : Transcription Factor AP-2 Gamma, gene codant pour AP2γ 

TGF-β : Transforming Growth Factor bêta 

TOP1 : TOPoisomerase 1  

U 

UHRF1 : Ubiquitin-like with PHD and RING Finger domains 

UVB : Ultra-Violet de type B 

V 

VEGF : Vascular Endothelial Growth Factor 

W 

WNT4 : WiNgless-type MMTV integration site family, member 4 

WT1 : Wilms Tumor gene 1 

X 

XRCC1 : scaffold protein X-ray Repair Cros Complementing 1 

Z 

ZNF267 : ZiNc Finger protein 267 

 

 

 

 

Ce manuscrit suivra la nomenclature recommandée par la Human Genome Organization : 

Gene/PROTEINE pour les acteurs murins, GENE/PROTEINE pour les acteurs humains. 
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Introduction 

Chapitre I : la différenciation des cellules germinales 

La différenciation correcte des cellules germinales est un prérequis pour l’obtention de 

gamètes fonctionnels, capables d’assurer la reproduction sexuée et garantir la pérennité de l’espèce. 

Chez les mammifères, la différenciation germinale est initiée pendant la vie fœtale et aboutira à la 

production des gamètes matures et aptes à la fécondation, les spermatozoïdes pour le mâle, et les 

ovocytes pour la femelle. Dans ce chapitre, nous détaillerons la différenciation des cellules germinales, 

depuis la spécification du lignage germinal jusqu’à la libération des gamètes fonctionnels en dehors 

des gonades. Toutefois, nous n’aborderons que succinctement la différenciation somatique et nous 

développerons particulièrement la voie mâle.  

A) La différenciation des gonades 

1) La gonade bipotentielle 

Chez les mammifères, les ébauches gonadiques se forment très tôt au cours du 

développement embryonnaire : on parle de mise en place des crêtes génitales ou gonades 

indifférenciées. Les gonades s’individualisent au niveau du mésoderme intermédiaire, au sein du 

système uro-génital qui comporte trois segments dans le sens cranio-caudal : 1/ le pronéphros, qui va 

rapidement régresser mais va contribuer, dans sa partie la plus caudale, à la formation du canal de 

Wolff ; 2/ le mésonéphros, rein embryonnaire transitoire, qui supportera la formation de la gonade et 

participera à la formation du canal de Wolff ; et 3/ le métanéphros, qui donnera le rein définitif. Les 

canaux de Müller sont, quant à eux, issus d’une invagination de l’épithélium cœlomique à proximité 

du mésonéphros vers 11,5 jours post-coïtum (jpc) (Figure 1). Les canaux de Wolff et de Müller sont 

indispensables car ils donneront les voies excrétrices des gonades (Tostivint et al., 2021)  

 

 
 
 

 

 

 
 

 
 
Figure 1. Evolution du système uro-génital et mise en place de la gonade bipotentielle. 
L’appareil uro-génital à un stade indifférencié (gauche) est composé de trois segments : le pronéphros, le mésonéphros et 
le métanéphros. Il va ensuite évoluer pour former l’appareil urinaire et en partie l’appareil génital (droite). Les canaux de 
Wolff seront formés à partir du pronéphros et du mésonéphros. Le reste du pronéphros régressera rapidement tandis que 
le métanéphros fournira le rein définitif. Les gonades indifférenciées et les canaux de Müller sont quant à eux formés à 
partir de l’épithélium cœlomique. Adapté de Tostivint et al. (2021). 
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Les crêtes génitales résultent de l’épaississement de l’épithélium cœlomique à la surface 

ventrale de chaque mésonéphros. Ce processus est initié dès 9,5 jpc chez la souris (4-5 semaines de 

grossesse chez l’Homme). Les gonades indifférenciées, de morphologie allongée, sont constituées de 

travées, les cordons sexuels primitifs, qui seront, par la suite, colonisées par les cellules germinales. 

Certains gènes ont été identifiés, chez la souris, pour avoir un rôle dans la différenciation des ébauches 

gonadiques, en particulier dans la croissance et le maintien de la gonade indifférenciée dans les deux 

sexes. Le facteur de transcription SF1 (steroidogenic factor 1) est notamment impliqué dans la survie 

et la prolifération des cellules gonadiques somatiques. En effet, chez les souris invalidées pour Nr5a1 

(nuclear receptor subfamily 5 group A member 1, anciennement Ftz-F1), le gène codant pour SF1, on 

observe une apoptose massive dans l’épithélium cœlomique qui a commencé à s’épaissir et une 

absence quasi-complète de gonade à 12,5 jpc, chez l’individu XX comme XY, malgré une migration 

correcte des cellules germinales primordiales (CGP) (Luo et al., 1994). Une régression complète des 

crêtes génitales est également observée chez les souris invalidées pour les gènes Wilms tumor gene 1 

(Wt1) et empty spiracles homeobox 2 (Emx2) ou déficientes pour la protéine Lim homeobox protein 9 

(LHX9), tous trois étant impliqués dans la prolifération des cellules somatiques gonadiques (Birk et al., 

2000; Kreidberg et al., 1993; Miyamoto et al., 1997). Il semblerait que ces facteurs de transcription 

agissent en amont et soient capables d’activer directement l’expression de Nr5a1, autorisant le 

développement des crêtes génitales (Wilhelm and Englert, 2002). Plus récemment, le facteur de 

transcription GATA4 (GATA binding protein 4) a été identifié comme facteur initiateur de la formation 

des crêtes génitales. En effet, chez les souris invalidées pour Gata4, aucun épaississement de 

l’épithélium cœlomique n’est observé et ni Lhx9 ni Nr5a1 n’est exprimé (Hu et al., 2013). L’ensemble 

de ces processus est résumé dans la figure 2. 

La gonade indifférenciée est dite bipotentielle car elle est capable, sous l’influence du sexe 

génétique (ou chromosomique), d’aboutir à la formation de testicules ou d’ovaires. (Piprek et al., 2016) 

 

 

 

 

 

 

Figure 2. Principaux facteurs de transcriptions impliqués 
dans le développement des crêtes génitales. 
Les facteurs de transcription GATA4, LHX9, WT1 et EMX2 
agissent en synergie pour induire l’expression de Nr5a1, 
gène codant pour le facteur de transcription SF1 et ainsi 
permettre le développement des crêtes génitales. 
D’après Piprek et al. (2016) 
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2) Différenciation somatique gonadique 

  Chez le mâle, la détermination sexuelle est sous le contrôle de l’expression du gène Sex-

determining Region of Y chromosome (Sry) présent sur le chromosome Y. Sry est exprimé entre 10,5 et 

12,5 jpc chez la souris, par les progéniteurs sertoliens présents dans les crêtes génitales mâles. C’est la 

première différence notable entre les gonades XX et XY. SRY est un facteur de transcription qui va 

induire, en partenariat avec SF1, l’expression de la protéine Sry-box containing gene 9 (SOX9), effecteur 

principal de la différenciation gonadique (Pour revue, Brennan and Capel, 2004). Il est important de 

noter que SRY n’est que l’inducteur de la cascade de détermination sexuelle mâle. Chez la souris, sa 

fenêtre d’action est très limitée dans le temps (les 6 premières heures du 11ème jpc. Figure 3). Si 

l’expression de Sry a lieu après, l'activation de Sox9 n'est pas maintenue, ce qui entraîne un 

développement somatique ovarien (Hiramatsu et al., 2009). Ce n’est pas le cas de l’Homme chez qui 

SRY est exprimé à partir de 6 semaines de grossesse (SG) et jusqu’à plus de 18 SG, même si son 

expression est asynchrone et limitée spatialement (Hanley et al., 2000). Suite à l’expression de Sry, 

SOX9 est induit et stabilisé. Son expression est nécessaire et suffisante à la formation du testicule 

(Kobayashi et al., 2005). Cette protéine est capable d’induire l’expression du Fibroblast growth factor 

9 (FGF9), ce qui initie une boucle de rétroaction positive SOX9/FGF9. Indépendamment de FGF9, SOX9 

induit aussi l’expression de la lipocalin prostaglandin D synthase (L-PGDS), enzyme capable de produire 

la prostaglandine D2 (PGD2) qui est, à son tour, capable d’activer la transcription de Sox9 (Colvin et al., 

2001; Moniot et al., 2009). (Kashimada and Koopman, 2010) 
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Figure 3. Les signaux impliqués dans la différenciation sexuelle des gonades chez la souris. 
La zone grise indique la période de détermination du sexe. Dans les cellules somatiques de la gonade bipotentielle XY, 
l'expression de Sry commence à 10,5 jours post-coïtum (jpc), atteint un pic à 11,5 jpc, puis diminue à 12,5 jpc. Quelques 
heures plus tard, l'expression de Sox9 est régulée à la hausse pour induire la différenciation des cellules de Sertoli. 
L'expression de Sox9 culmine à 12 jpc mais continue d'être exprimée pendant la période post-natale. Elle est soutenue par 
plusieurs boucles de rétroaction positive (dont FGF9 (en rouge), PGD2 et SOX9 lui-même) et permet d’activer ensuite de 
nombreux gènes spécifiques au sexe masculin comme l’Amh. En l'absence de SRY, des gènes tels que Wnt4 (en bleu), Rspo1 
et Foxl2 sont exprimés de manière spécifique à la femelle et induisent le développement ovarien, comme le montre 
l'expression de la follistatine spécifique à l'ovaire. Il existe des mécanismes d’inhibition réciproque entre SOX9 et RSPO1 et 
entre FGF9 et WNT4. D’après Kashimada et Koopman (2010). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Au cœur de la gonade, en réponse à SRY, SOX9 va induire la différenciation et la prolifération 

massive des progéniteurs somatiques en cellules de soutien, les cellules de Sertoli. Celles-ci vont agir 

comme centre coordinateur de la différenciation testiculaire par sécrétions et interactions paracrines. 

Par la différenciation des cellules myoïdes péritubulaires, endothéliales et de Leydig (ordre 

chronologique d’apparition), les différents compartiments du testicule s’organisent, la vascularisation 

est établie et les cellules germinales, arrivées entre temps dans la gonade (cf. chapitre I, B, 2) se 

retrouvent englobées au sein de cordons séminifères, visibles dès 12,5 jpc chez la souris et 6-7 SG chez 

l’Homme. A partir de ce moment-là, le testicule va également remplir sa fonction hormonale 

essentielle dans la masculinisation fœtale : les cellules de Sertoli vont produire de l’hormone anti-
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müllérienne (AMH), ce qui conduira à la régression des canaux de Müller ; les cellules de Leydig 

produiront de la testostérone, ce qui aboutira à la stabilisation des canaux de Wolff en épididyme, 

canal déférent et vésicule séminale ainsi que, par la suite, grâce à sa métabolisation en 

dihydotestostérone (DHT), à la masculinisation des organes génitaux externes (Pour revue, Mäkelä et 

al., 2019) (Figure 4). 

 La différenciation ovarienne a longtemps été considérée comme une voie « par défaut », 

résultat de l’absence d’expression de Sry. Cependant, plusieurs facteurs, mis en évidence à partir des 

années 2000, sont maintenant reconnus comme indispensables pour la différenciation et/ou le 

maintien de l’ovaire. La protéine R-spondin gene 1 (RSPO-1), exprimée en premier lieu, a pour rôle, 

entre autres, d’activer la voie WNT4/ β-catenine (Wingless-type MMTV integration site family, member 

4) qui joue un rôle crucial dans le maintien de la différenciation ovarienne (Chassot et al., 2008; Vainio et 

al., 1999). En effet, la différenciation sexuelle repose en réalité sur une balance de signaux antagonistes 

et qui s’inhibent réciproquement. Les deux acteurs centraux sont WNT4 et FGF9 et la perte de l’un ou 

l’autre de ces facteurs de croissance induit une inversion sexuelle (Figure 3)(Colvin et al., 2001; Kim et 

al., 2006; Maatouk et al., 2008; Vainio et al., 1999). WNT4 permet aussi l’expression de la follistatine, 

nécessaire à la mise en place du réseau vasculaire dans l'ovaire (Yao et al., 2004). L’implication du 

facteur de transcription FOXL2 (Forkhead box family L2) a également été démontrée puisque sa perte 

de fonction induit une inversion phénotypique chez la chèvre (Pailhoux et al., 2001). Très récemment, 

l’isoforme –KTS (absence de trois acides aminés entre les deux derniers motifs en doigts de zinc) du 

facteur de transcription WT1 a été identifiée comme un facteur clé de la détermination du sexe chez 

la femelle dont la temporalité et la dynamique d’expression sont finement régulés (Gregoire et al., 

2023).   

Ainsi chez la femelle, sous l’action conjointe de RSPO-1 et WNT4, les progéniteurs somatiques 

de la gonade indifférenciée donnent naissance aux cellules de la granulosa, la lignée cellulaire de 

soutien chez la femelle. Elles vont entourer les cellules germinales et former des groupes de cellules 

appelés nids ovigères, éparpillés au sein de l’ovaire. Au sein d’un nid ovigère, les cellules germinales, 

en prolifération, présentent une cytokinèse incomplète. Ceci aboutit à la formation d’un syncytium 

clonal de cellules germinales, issues d’une même cellule-mère, se divisant de manière synchrone et 

partageant leur cytoplasme, que l’on nomme cyste (C. Wang et al., 2017). Morphologiquement, les 

ovaires gardent un aspect peu différencié au regard des testicules. Au niveau des voies excrétrices, en 

absence d’AMH et de testostérone, ce seront les canaux de Wolff qui régresseront et les canaux de 

Müller qui se différencieront en oviducte, utérus et le tiers supérieur du vagin (Pour revue, Imaimatsu 

et al., 2022) (Figure 4). 
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 La mise en place correcte de la gonade bipotentielle, puis sa différenciation en fonction du 

sexe chromosomique, sont des étapes strictement nécessaires pour permettre la survie et la 

différenciation des cellules germinales, et assurer la fertilité de l’individu. L’émergence des cellules 

germinales est séparée temporellement et spatialement de celle de la gonade et c’est ce que nous 

allons évoquer maintenant. 

Figure 4. La différenciation sexuelle des gonades. 
Chez le mâle, après expression de Sry, les cellules de Sertoli vont se différencier et agir comme coordinateur de la 
différenciation testiculaire. Les cellules péritubulaires, endothéliales et de Leydig vont se différencier et s’organiser en 
différents compartiments, notamment la formation de cordons testiculaires où les cellules de Sertoli entourent les cellules 
germinales. La production d’AMH par les cellules de Sertoli induira la régression des canaux de Müller. La production de 
testostérone par les cellules de Leydig aboutira à la différenciation des canaux de Wolff en épididyme, canal déférent et 
vésicule séminale (non représentée).  
En absence de SRY, l’expression d’un programme spécifiquement femelle va induire la différenciation des cellules de la 
granulosa qui vont entourer les cellules germinales pour former des nids ovigères. En absence d’AMH et de testostérone, les 
canaux de Wolff vont régresser tandis que les canaux de Müller vont former les trompes utérines, l’utérus et le tiers supérieur 
du vagin.  
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B) Spécification germinale et acquisition de la compétence gamétique 

1) Spécification des cellules germinales primordiales 

 Chez les mammifères, les précurseurs des cellules germinales, appelés cellules germinales 

primordiales (CGP), proviennent de cellules de l’épiblaste proximal, sous l’influence de signaux émis 

par l’ectoderme extra-embryonnaire : les bone morphogenic factor 4, 8b et 2 (BMP4, BMP8b et BMP2) 

(Matsui and Okamura, 2005; Saitou et al., 2002). En leur absence (invalidations géniques ciblées), les 

embryons sont dépourvus complètement, ou partiellement en ce qui concerne BMP2, de cellules 

germinales (Lawson et al., 1999; Ying et al., 2000; Ying and Zhao, 2001). Ces protéines, de la 

superfamille des TGF-β (transforming growth factor bêta), sont capables d’activer la voie des SMAD 

(acronyme issu de la fusion des gènes Sma de Caenorhabditis elegans et Mad, Mothers against 

decapentaplegic, de la drosophile) et d’induire l’expression de FRAGILIS, une protéine de surface 

impliquée dans l’adhésion cellulaire et la transduction de signaux anti-prolifératifs (Saitou et al., 2002). 

A partir de 6,25 jours post-coïtum (jpc) chez la souris, une communauté de cellules exprime de manière 

franche Fragilis. Parmi celles-ci, les cellules germinales primordiales sont spécifiées et commencent à 

exprimer PR/SET domain 1/ B lymphocyte-induced maturation protein-1 (PRDM1/BLIMP1) qui va avoir 

trois rôles clefs. D’un côté, BLIMP1 va induire la répression transcriptionnelle du programme 

somatique (répression de gènes tels que le fibroblast growth factor 8 (Fgf8) et Homeobox gene B1 

(Hoxb1)). De l’autre, BLIMP1 va permettre la stabilisation de l’expression de régulateurs 

transcriptionnels participant au maintien de la pluripotence et de la prolifération cellulaire tels que 

OCT4 (octamer-binding transcription factor 4, codé par le gène Pou5f1 – POU Class 5 Homeobox 1) et 

SOX2. Enfin, BLIMP1 va favoriser l’expression de gènes plus spécifiques aux cellules germinales tels 

que Stella (aujourd’hui appelé Developmental Pluripotency-Associated Protein 3 (Dppa3)), 

Transcription Factor AP-2 Gamma (Tfap2c) et stage-specific embryonic antigen 1 (Ssea-1) (Ohinata et 

al., 2005; Yabuta et al., 2006)(résumé en figure 5). Dès 7,5 jpc, les CGP expriment fortement la 

phosphatase alcaline (ALP), historiquement utilisée pour repérer les cellules germinales et étudier leur 

migration dans l’embryon (Ginsburg et al., 1990).  

 

 

 

 

Figure 5. Le rôle central de BLIMP1 pour les 
cellules germinales primordiales.  
BLIMP1 est un facteur de transcription qui 
va permettre 1/ la répression (signe -) du 
programme somatique, 2/ la stabilisation 
(signe ≈) des gènes de pluripotence et 3/ 
l’activation de l’expression (signe +) des 
gènes spécifiquement germinaux. Les gènes 
principaux sont ici détaillés. 
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Chez l’Homme, Chen et al. ont récemment montré, par des analyses de séquençage sur cellules 

uniques, que la spécification des cellules germinales primordiales humaines (hCGP) débutait dès 12 

jours post-fécondation, avant même la formation de la ligne primitive et la gastrulation de l’embryon 

(Chen et al., 2019). Il semblerait que la spécification des hCGP soit dépendante de l’activation des 

facteurs de transcription GATA3 et GATA2 (GATA binding protein 3 et 2) par les BMP (Kojima et al., 

2021). Ainsi, à 4 SG, les hCGP sont bien délimitées des cellules somatiques de l’épithélium de l’intestin 

postérieur et expriment des gènes clefs tels que SOX17 et TFAP2C (qui code pour la protéine AP2γ, 

activating enhancer binding protein 2 gamma), deux facteurs de transcription qui permettent 

l’expression de BLIMP1 (même rôle que chez la souris)(Fujimoto et al., 1977; Mamsen et al., 2012; 

Witschi, 1948). 

2) Migration et colonisation de la gonade 

Restées à la base de l’allantoïde tout au long de la spécification, les CGP vont entamer une 

phase de migration en direction des crêtes génitales dès 7,5 jpc chez la souris, et 4 SG chez 

l’Homme(Anderson et al., 2000; Tam and Snow, 1981). Par des mouvements morphogéniques, les CGP 

vont d’abord être incorporées dans l’endoderme de l’intestin postérieur vers 8,5 jpc(Anderson et al., 

2000). Elles vont ensuite migrer le long du mésentère dorsal pour coloniser, à partir de 10,5 jpc, les 

crêtes génitales, ébauches gonadiques accolées aux mésonéphros (Molyneaux et al., 2001) (Figure 6). 

Chez l’Homme, les hCGP atteindront les crêtes génitales au cours de la 6ème semaine de grossesse 

(Fujimoto et al., 1977; Mamsen et al., 2012; Witschi, 1948). Même si tous les mécanismes impliqués 

ne sont pas encore compris, il semble que la migration des CGP se fasse à la fois de manière passive 

(par des mouvements morphogéniques) et de manière active, par d’étroites collaborations avec 

l’environnement somatique autant que par les protrusions cytoplasmiques émises par les CGP elles-

mêmes (Anderson et al., 2000; Laird et al., 2011; Molyneaux et al., 2003; Runyan et al., 2006).  

Depuis leur spécification, tout au long de leur migration et jusqu’à 2/3 jours après leur arrivée 

dans la gonade primitive, les cellules germinales prolifèrent activement (De Felici et al., 2004). Chez la 

souris, le temps de doublement des CGP est plutôt uniforme entre 8,5 et 12,5 jpc, à savoir d’environ 

16h, contre moins de 7h avant spécification (Lawson and Hage, 1994; Tam and Snow, 1981), ce qui 

correspond à 8 à 12 divisions cellulaires entre la spécification et la fin de la colonisation de l’ébauche 

gonadique. Au nombre de 50/100 dans l’allantoïde, ce sont environ 1 000 CGP qui colonisent la gonade 

à 10,5 jpc chez la souris et entre 10 000 et 20 000 cellules qui s’engagent en différenciation à 13,5 jpc 

(Lawson and Hage, 1994; McLaren, 2000; Tam and Snow, 1981). Chez l’Homme, le nombre de hCGP 

augmente également de manière exponentielle et cette phase proliférative persiste également au-

delà de la colonisation de la gonade. (Richardson and Lehmann, 2010) 
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Figure 6. Migration des cellules germinales primordiales chez la souris. 
Les cellules germinales primordiales (CGP) sont spécifiées au niveau de l’épiblaste proximal dès 6,25 jours post-coïtum (jpc) 
chez la souris. Dès 7,5 jpc, elles vont entamer une migration pour rejoindre les gonades en différenciation. Elles seront 
d’abord incorporées dans l’endoderme par des mouvements morphogénétiques (8,5 jpc) puis migreront le long du 
mésentère dorsal (9,5 jpc) pour rejoindre les crêtes génitales à 10,5jpc. Adapté de Richardson et Lehman (2010).  

 

3) Acquisition de la compétence gamétique 

Après colonisation de la gonade, les CGP vont initier un programme transcriptionnel 

spécifiquement germinal, qui les prépare à la méiose et les protège de la réactivation des 

rétrotransposons : on parle d’acquisition de la compétence gamétique. Ainsi, sous-tendu par des 

remodelages épigénétiques (cf. chapitre I, D, 5), les CGP vont progressivement éteindre le programme 

de pluripotence au profit de l’expression de gènes clefs tels que DEAD-box helicase 4 (Ddx4, aussi 

appelée Vasa ou Mvh) et deleted in azoospermia-like (Dazl), et plusieurs gènes de méiose comme 

Sycp3 (synaptonemal complex protein 3), et Dmc1 (disrupted meiotic cDNA 1) (Chuma and Nakatsuji, 

2001; Seligman and Page, 1998; Toyooka et al., 2000). 

Ddx4 est une hélicase de l’ARN ATP-dépendante, très conservée (des invertébrés à l’Homme), 

présente dans le cytoplasme des cellules germinales fœtales et adultes. Elle est chargée de contrôler 

la qualité des ARN messagers (leur repliement correct notamment) et de réguler leur devenir 

(traduction ou dégradation) (Carrera et al., 2000; Yajima and Wessel, 2011). La délétion de Ddx4 chez 

la souris conduit à une stérilité, uniquement des individus mâles, avec une diminution de la 

prolifération des CGP et un blocage entre les stades leptotène et zygotène de la prophase I méiotique 
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(Tanaka et al., 2000). Cela semble être lié au rôle particulier de DDX4 dans la répression des 

rétrotransposons dans les cellules germinales mâles (Kuramochi-Miyagawa et al., 2010).  

De son côté, DAZL est une protéine chargée de stabiliser les ARN messagers de nombreux 

gènes méiotiques et de réguler leur traduction (Rosario et al., 2017). Cette protéine est considérée 

comme le facteur responsable de l’acquisition de la compétence gamétique par les cellules germinales 

ou « licensing ». Ce remaniement de l’expression génique leur confère la capacité future à s’engager 

en ovogenèse ou en spermatogenèse et à réaliser la méiose (Gill et al., 2011). L’invalidation de Dazl 

induit une stérilité complète des deux sexes avec, dans les fœtus de souris, une persistance des CGP 

dans un état pluripotent (expression de NANOG (Nanog Homeobox) et SOX2 notamment), similaire à 

celui des CGP en migration (Gill et al., 2011). L’acquisition de la compétence gamétique se réalise dès 

11 jpc chez la souris, et il semblerait que cela se déroule entre la 7ème et la 9ème SG chez l’Homme. Les 

cellules germinales sont alors appelées ovogonies dans l’ovaire et gonocytes dans le testicule. 

 Ainsi, cette étape constitue un changement en profondeur pour les cellules germinales et 

marque la fin de leur caractère pluripotent. A l’instar des cellules mésodermiques gonadiques, les CGP 

présentent la bipotentialité de s’engager vers la voie de différenciation mâle ou femelle, 

dépendamment de leur environnement somatique gonadique. 

C) La différenciation femelle des CGP 

Chez la femelle, la différenciation des cellules germinales va être marquée par l’entrée en 

méiose des cellules germinales rapidement après la fin de la colonisation de la gonade et l’acquisition 

de la compétence gamétique.  

1) Initiation méiotique et méiose 

L’entrée en méiose des ovogonies se fait sous l’influence de l’environnement somatique. 

Plusieurs équipes ont mis simultanément en évidence l’implication de l’acide rétinoïque (AR), un dérivé 

de la vitamine A, dans l’initiation méiotique (Baltus et al., 2006; Bowles et al., 2006; Koubova et al., 

2006). Sécrété par le mésonéphros adjacent (et les cellules somatiques dans l’ovaire humain), l’AR va 

se complexer avec les récepteurs nucléaires de l’AR (RAR) présents dans les cellules germinales et 

induire directement l’expression du gène Stimulated By Retinoic Acid 8 (Stra8) par les cellules 

germinales (Bowles et al., 2006). Même si l’implication de l’AR dans l’initiation méiotique est 

aujourd’hui sujet à controverses (Chassot et al., 2020; Kumar et al., 2011; Vernet et al., 2006), 

l’expression de Stra8 est déterminante et est considérée comme le premier signe d’entrée en méiose 

chez la femelle. Celle-ci se fait dans l’ovaire fœtal de manière semi-synchrone et transitoire, selon un 

axe antéro-postérieur (Figure 7). Exprimé dès 12,5 jpc, Stra8 est présent massivement à 14,5 jpc puis 

disparaît progressivement jusqu’à 16,5 jpc (Menke et al., 2003).(Spiller et al., 2017) 
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Figure 7. Cinétique de l’expression de l’ARNm de Stra8 dans l’ovaire fœtal murin. 
L’acide rétinoïque produit par le mésonephros adjacent va contrôler l’expression de Stra8 dans l’ovaire fœtal. Stra8 est activé 
dès 12,5 jpc puis s’exprime selon l’axe antéro-postérieure avec un pic d’expression à 14,5 jpc. Elle disparait ensuite 
progressivement à partir de l’entrée en méiose des cellules germinales. D’après Spiller, Koopman et Bowles (2017).  

 

L’expression de Stra8 va engendrer une cascade d’évènements régissant l’entrée en prophase 

I de méiose et sa progression comme l’expression de la sporulation protein homolog 11 (SPO11) et 

DMC1, deux acteurs indispensables de la recombinaison homologue (Baltus et al., 2006; Menke et al., 

2003).  

Ainsi, dès 13,5 jpc chez la souris et entre 11 et 13 SG chez la femme, les ovogonies entrent en 

méiose. Le déroulement de la méiose sera abordé au chapitre I, D, 4. Nous retiendrons pour le moment 

que chez la femelle, la méiose est discontinue : les ovogonies s’arrêtent au stade diplotène de la 

prophase I de méiose, aux alentours de la naissance chez la souris, et vers 20 SG dans l’espèce humaine 

(Speed, 1982; Pour revue, MacLennan et al., 2015). 

2) Rupture des nids ovigères 

Comme évoqué précédemment, les ovogonies sont organisées en nid ovigères dans l’ovaire 

fœtal, ce qui est nécessaire à leur bonne différenciation et soutien leur entrée en méiose (Lei and 

Spradling, 2016). Toutefois, après le blocage des ovocytes en diplotène, ces amas cellulaires vont se 

fragmenter : on parle de rupture des nids ovigères. Les ovocytes vont alors s’associer individuellement 

aux cellules somatiques de la pré-granulosa afin de former les follicules primordiaux (Figure 8). La 

rupture des nids ovigères s’effectue en fin de vie fœtale chez la souris et entre la 17ème et la 20ème SG 

chez la femme, tandis que les premiers follicules primordiaux sont visibles à 1,5 jours post-partum (jpp) 

chez la souris (Motta et al., 1997). 

Chez la souris comme chez l’humain, la rupture des nids ovigères implique une perte massive 

des cellules germinales par apoptose (Albamonte et al., 2008; De Pol et al., 1997; Ghafari et al., 2007; 

Pepling and Spradling, 2001). Environ deux tiers des cellules germinales seront perdus à ce moment-là 

(Pepling and Spradling, 2001). Ce mécanisme constitue donc probablement une étape de sélection clef 

où seuls les ovocytes présentant les « meilleures qualités » seront conservés. Il a été aussi montré 
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qu’une perturbation de ce processus, par exemple avec une exposition néonatale à des œstrogènes, 

induit la formation d’ovocytes sans assise somatique ou la persistance de ponts intercellulaires 

aboutissant à la formation de follicules multi-ovocytaires (MOF)(Iguchi et al., 1990; Jefferson et al., 

2006).(Anderson and Telfer, 2018) 

 

3) La folliculogenèse 

Le follicule primordial, c’est-à-dire un ovocyte arrêté en prophase I de méiose entouré d’une 

couche unique de cellules somatique aplaties, constitue l'unité fonctionnelle de base de l'ovaire. 

Ensemble, les follicules primordiaux des deux ovaires constituent ce que l'on appelle la "réserve 

ovarienne", c’est-à-dire le stock de follicules pas encore en croissance sur lequel repose la capacité de 

reproduction. La folliculogenèse est un processus continu et très sélectif, consistant à la maturation 

des follicules pour aboutir à un ovocyte compétent à la fécondation. Tous les follicules primordiaux 

n’entrent pas en croissance simultanément mais sont recrutés par petits groupes tout au long de la vie 

reproductive. La folliculogenèse comprend plusieurs étapes de différenciation germinale (modification 

de la morphologie et de la taille de l’ovocyte) et somatique (changement de la morphologie et du 

nombre de cellules autour de l’ovocyte) et repose sur un dialogue bidirectionnel entre l’ovocyte et les 

cellules somatiques qui l’entourent (Matzuk et al., 2002).  

Tout d’abord, sous l’effet de signaux internes et externes à l’ovaire, plusieurs follicules 

primordiaux sont recrutés simultanément (Knight and Glister, 2006; McGee and Hsueh, 2000) et leurs 

cellules de la granulosa adoptent une forme cuboïdale : c’est la formation des follicules primaires 

(Figure 9). On observe également dans les follicules primaires, l’apparition de la zone pellucide, une 

matrice glycoprotéique entourant l’ovocyte et qui jouera un rôle primordial lors de la fécondation. Par 

la suite, les cellules de la granulosa se multiplient activement et s’organisent pour former différentes 

assises cellulaires autour de l’ovocyte. Celles-ci vont, de plus, être entourées d’un deuxième type de 

cellules somatiques, les cellules de la thèque. On parle de follicules secondaires. A partir de ce 

Figure 8. La rupture des nids ovigères. 
Les cellules germinales primordiales (CGP) migratoires prolifèrent activement et sont entourées par les cellules de la 
granulosa pour former des nids ovigères. Elles entrent ensuite en méiose puis sont arrêtées au stade diplotène de la prophase 
I méiotique. Après cela, on assiste à la rupture des nids ovigères afin de former les follicules primordiaux, structure où chaque 
ovocyte est entouré par des cellules de la granulosa. Adapté d’Anderson et Telfer (2018). 
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moment-là, les cellules de la granulosa commencent à exprimer les récepteurs aux gonadotropines et 

à être sensibles à la follicle stimulating hormone (FSH) puis à la luteinizing hormone (LH) (Dewailly et 

al., 2016). Les cellules folliculaires continuent à proliférer et se mettent alors, sous l’action de la FSH, 

à sécréter un liquide appelé liquide folliculaire, jusqu’à former une cavité ou antrum (Abel et al., 2000). 

Dès l’apparition de cette cavité, on parle de follicules tertiaires ou antraux. Dès lors, les cellules 

somatiques de la granulosa et de la thèque collaborent afin de produire les stéroïdes ovariens 

(œstrogène et progestérone). Au niveau du follicule, le nombre de cellules folliculaires et la quantité 

de liquide folliculaire dans l’antrum ne cessent d’augmenter, poussant l’ovocyte sur un bord du 

follicule, entouré de sa zone pellucide et de quelques cellules folliculaires : le tout est appelé cumulus 

oophorus. A ce stade, on parle de follicule mature pré-ovulatoire ou de De Graaf. Finalement, suite au 

pic de LH, seul le follicule le plus sensible entamera une phase de maturation finale (maturation 

ovocytaire et expansion du cumulus) aboutissant au détachement du complexe cumulo-ovocytaire de 

la paroi du follicule et son expulsion : c’est l’ovulation (Park et al., 2004). L’ovulation est, de fait, 

l’exception dans la folliculogenèse, car plus de 99% des follicules vont régresser par atrésie tout au 

long du processus. (Edson et al., 2009) 

 

 

 

 

 

  

Figure 9. Étapes de la folliculogenèse et les différents types de follicules. 
Les follicules primordiaux sont formés aux alentours de la naissance chez la souris et in utero chez l’humain. Dans les deux 
espèces, la croissance basale ne nécessite pas de stimulation par les gonadotropines. Les cellules de la granulosa entourant 
le follicule primordial vont adopter une morphologie cuboïdale et la zone pellucide va être produite par l’ovocyte ce qui va 
aboutir à la formation des follicules primaires. En parallèle de la prolifération des cellules de la granulosa, les cellules de la 
thèque viennent entourer l’ensemble pour former le follicule secondaire. À partir de la puberté, la FSH sécrétée par 
l'hypophyse favorise la prolifération des cellules de la granulosa qui se mettent à sécréter le liquide folliculaire jusqu’à former 
un antrum : on parle alors de follicule tertiaire ou antral. Le nombre de cellules folliculaires et la quantité de liquide folliculaire 
dans l’antrum ne cessant d’augmenter, cela va pousser l’ovocyte sur un bord du follicule et former le follicule pré-ovulatoire 
ou de de Graff. Enfin, suite au pic de LH, le complexe cumulo-ovocytaire sera ovulé et les cellules somatiques restantes 
formeront le corps jaune. Adapté d’Edson et al. (2009). 
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De manière générale, le nombre total d’ovocytes formés en vie fœtale est déterminant et sera 

responsable de la capacité reproductive de l’individu adulte (Figure 10) (Bristol-Gould et al., 2006; Sun 

et al., 2017). En effet, les cellules germinales femelles ne connaissent qu’une seule phase de 

prolifération, en vie fœtale, interrompue par l’entrée en méiose, mais plusieurs phases de mortalité 

(rupture des nids ovigères, apoptose périnatale et atrésie folliculaire). De plus, contrairement au 

testicule, l’ovaire adulte ne contient pas de cellules germinales souches. Ceci explique que la durée de 

fertilité chez la femelle, contrairement aux mâles, est limitée dans le temps et on comprend aisément 

que toute altération au cours de la différenciation fœtale des CG femelles aura un réel impact sur la 

quantité, et même la qualité, des ovocytes, et, à terme, sur la bonne fertilité des individus.  

 

 

 

 

 

D) La cellule germinale chez le mâle 

Dans le testicule fœtal, les cellules germinales, nommées prospermatogonies après acquisition 

de la compétence gamétique, présentent une période de prolifération qui perdure plus longtemps que 

chez la femelle. Leur différenciation sera marquée par un arrêt mitotique. 

1) L’entrée en quiescence 

Principe général 

A 13,5 jpc, les cellules germinales encore en cycle, couramment appelées prospermatogonies-

M (M pour mitotique), commencent à exprimer les facteurs associés à l’arrêt du cycle cellulaire. Ce 

n’est qu’à 14,5 jpc chez la souris, que les prospermatogonies vont s’arrêter en phase G0/G1 du cycle 

mitotique : on parle d’entrée en quiescence mitotique et de prospermatogonies transitoires 1 

(prospermatogonies-T1) (Li et al., 2017; McCarrey, 2013). L’entrée en quiescence chez le mâle, comme 

l’entrée en méiose chez la femelle, se fait de manière graduelle sur quelques jours. Cette phase va 

perdurer jusqu’aux environs de la naissance chez la souris.  

Figure 10. Nombre de cellules germinales dans l’ovaire chez la souris et la femme à différents âges. 
Chez les mammifères femelles, les cellules germinales sont spécifiées précocement au cours du développement fœtal et vont 
proliférer activement jusqu’à leur entrée en méiose et vont être organisées en nids ovigères par les cellules de la granulosa. 
Une fois bloquées au stade diplotène de la prophase I méiotique, les nids ovigères seront rompus, processus qui implique 
une apoptose massive des cellules germinales qui va persister en période post-natale. jpc = jours post-coïtum; jpp = jours 
post-partum; SG = semaines de grossesse. Adapté de Sun et al. (2017).  
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Chez l’Homme, les cellules germinales vont réaliser la transition prospermatogonies-M vers 

prospermatogonies-T1 et, pour certaines, entrer en quiescence entre la 14ème et la 17ème SG. Toutefois, 

la différenciation dans les gonades fœtales humaines (testicule comme ovaire) n’est pas du tout 

synchrone. Ainsi, un mélange de prospermatogonies en cycle et quiescentes est observé dans le 

testicule fœtal humain et persistera tout au long de la vie fœtale et même en début de vie post-natale 

(Sasaki and Sangrithi, 2023).  

Des études par séquençage sur cellules uniques ont décrit l’éventail transcriptionnel des 

testicules fœtaux humains (Guo et al., 2015; Li et al., 2017). On peut noter, dans les cellules germinales 

entrant en quiescence mitotique, l’expression de gènes liés à la spermatogenèse, parmi lesquels on 

peut citer ceux codant pour : 

- des facteurs de transcription clefs : zinc finger protein 267 (ZNF267), FEZ family zinc finger 1 

(FEZF1), SRY-box transcription factor 12 (SOX12) et DMRT like family B with proline rich C-

terminal 1 (DMRTB1) ; 

- les protéines testis expressed 14 et 15 (TEX14 et TEX15), impliquées en mitose et en méiose ;  

- la protéine à doigt de zinc NANOS2;  

- maelstrom spermatogenic transposon silencer (MAEL), un répresseur des éléments 

transposables, indispensable au cours de la méiose ;  

- et même une protéine de la spermiogenèse, tudor domain containing 6 (TDRD6).  

Cela signifie que les cellules se préparent déjà à la spermatogenèse future et laisse penser 

qu’une altération fœtale pourra conduire à des défauts germinaux après la naissance.  

Mécanismes d’entrée en quiescence 

Même si les mécanismes d’induction de la quiescence mitotique des cellules germinales mâles 

restent flous, Li et al., par l’étude de l’environnement somatique dans des testicules fœtaux humains, 

proposent que cela serait la conséquence d’interactions bidirectionnelles entre les cellules germinales 

et somatiques, en particulier les voies de signalisation des BMP, des TGF-β et de NOTCH, sous 

l’influence de l’AMH sécrétée par les cellules de Sertoli (Li et al., 2017). Western et al. ont, de leur côté, 

décrit le mécanisme qui se déroule au sein des cellules germinales afin d’aboutir à l’arrêt mitotique. À 

12,5 jpc, lorsque les cellules germinales sont encore en cycle rapide, elles présentent une 

hyperphosphorylation d’un régulateur essentiel du checkpoint G1-S : la retinoblastoma protein pRB. 

Dès réception des signaux somatiques, ils observent une augmentation de l’expression de deux 

inhibiteurs du cycle cellulaire, p27Kip1 et p16INK4b, capables d’endiguer la phosphorylation de pRB par 

l’inhibition des complexes CyclinE-cdk2 et CylinD-cdk4/6. Ainsi, une fois pRB hypophosphorylée, cela 

active le checkpoint du cycle cellulaire et conduit à l'arrêt mitotique entre G1/S dès 14,5jpc. Une fois 
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les cellules en quiescence, l’ARNm de pRB est dégradé et le maintien de la quiescence semble 

indépendant de pRB (Western et al., 2008). L’invalidation de pRB dans les cellules germinales mâles 

conduit à un retard d’arrêt mitotique (Du et al., 2021; Spiller et al., 2010). Etant donné que ce n’est 

qu’un retard, cela nous laisse penser que d’autres mécanismes peuvent être impliqués dans ce 

processus. Toutefois, cela permet surtout de mettre en exergue qu’une perturbation de la cinétique 

d’entrée en quiescence des prospermatogonies conduit non seulement à l’apoptose des cellules 

germinales, mais induit aussi une levée de l’inhibition de l’induction méiotique et une perturbation de 

la transition métabolique (Du et al., 2021), deux évènements essentiels dans la vie des 

prospermatogonies et pour leur différenciation future. 

La répression méiotique 

Pour rappel, dans l’ovaire fœtal, l’expression de l’acide rétinoïque induit, par l’expression de 

Stra8, l’entrée des cellules germinales en méiose. Dans le testicule, plusieurs mécanismes semblent 

impliqués dans la prévention de l’initiation méiotique. Le plus couramment exposé est celui d’une 

enzyme, le cytochrome P450 family 26 subfamily B member 1 (CYP26B1), produite par les cellules 

somatiques environnantes et chargée de dégrader l’AR, bloquant ainsi l’initiation méiotique (Bowles 

et al., 2006; Kashimada et al., 2011; Koubova et al., 2006; MacLean et al., 2007). On peut aussi citer 

FGF9, issu des cellules de Sertoli, et NODAL (membre de la famille des TGF-β) qui agit de manière 

autocrine. Tous deux bloquent l’expression de Stra8 et régulent à la hausse celle de Nanos2 (Bowles 

et al., 2006; Frydman et al., 2017; Souquet et al., 2012).  

La protéine de liaison à l’ARN Nanos C2HC-Type Zinc Finger 2 (NANOS2) joue effectivement un 

rôle particulier dans la différenciation germinale. Plusieurs équipes ont montré, par des invalidations 

chez la souris, que NANOS2 est capable d’inhiber l’entrée en méiose dans les cellules germinales mâles 

en bloquant l’expression de Stra8 via la dégradation de l’ARNm de DAZL, mais aussi que cette protéine 

est indispensable dans le maintien de la quiescence (Kato et al., 2016; Saba et al., 2014; Suzuki and 

Saga, 2008). NANOS2 serait aussi à l’origine d’un programme de différenciation mâle, ce qui a été 

confirmé par l’induction de l’expression de Nanos2 dans des cellules germinales fœtales femelles : 

Suzuki et Saga ont observé, en plus de l’inhibition de la méiose, des modifications qui corrèlent avec 

ce qui est observé chez le mâle, au niveau de la morphologie des cellules germinales, par des immuno-

marquages, une diminution de la méthylation des histones (diminution de la marque H3K9me2) ainsi 

que l’expression de protéines spécifiques de la cellule germinale mâle (dont DNMT3L – cf. chapitre I, 

D, 5) (Saba et al., 2014; Suzuki and Saga, 2008). Plus récemment a été évoqué le mécanisme d’action 

de NANOS2 dans l’entrée en quiescence, médié par la répression post-transcriptionnelle d’une 

protéine, Ras homolog enriched in brain (RHEB), aboutissant à la suppression de l’activité du régulateur 

de croissance cellulaire mTORC1 (mammalian target of rapamycin complex 1) (Shimada et al., 2021).  
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Toutefois, il est important de noter que quelques cellules germinales mâles échappent à ce 

phénomène et, mon laboratoire comme d’autres, observent quelques cellules positives pour SYCP3 

dans un testicule fœtal sain (Yao et al., 2003). 

Altération de l’entrée en quiescence 

 Il me paraît important d’insister sur le fait que l’entrée correcte des gonocytes en quiescence, 

autant sa chronologie que son bon déroulement, et quelle que soit l’espèce, est absolument 

indispensable pour assurer une vie reproductive correcte chez le futur individu adulte. En dehors d’une 

infertilité complète due à une mortalité massive par apoptose des cellules germinales comme cela a 

été observé chez les souris invalidées pour pRB ou NANOS2, une altération de la quiescence germinale 

peut être responsable d’un risque accru de développer des tératomes chez la souris (Heaney et al., 

2012). Par ailleurs, une perturbation de gènes clefs mis en place à cette période tels que TEX14, TEX15 

et TDRD6, est associé, chez l’humain à des azoospermies non obstructives et d’autres formes 

d’infertilité (Fakhro et al., 2018; Gershoni et al., 2017; Okutman et al., 2015; Sha et al., 2018). 

2) Sortie de quiescence et différenciation  

Principe général  

Après plusieurs jours de quiescence mitotique, aux environs de la naissance chez la souris, les 

gonocytes vont se relocaliser dans le tube séminifère, subir une réactivation mitotique et se 

différencier : on parle de transition gonocytes-spermatogonies (Figure 11). Celle-ci concorde avec des 

changements morphologiques de la chromatine, associés à la mise en place d’un programme 

d’expression transcriptionnel et spécifique.  

 

 

Figure 11. La transition gonocytes-spermatogonies. 
Les prospermatogonies-T1 (proSG-T1) au centre des tubes séminifères se différencient en prospermatogonies-I (proSG-I). 
Ceux-ci vont migrer vers la lame basale et reprendre leur prolifération pour former des prospermatogonies-T2 (proSG-T2). 
Ces derniers ont deux destins possibles : 1/ la différenciation en spermatogonies (SG) différenciées qui participent à la 
première vague de spermatogenèse ; 2/ la différenciation en cellules souches spermatogoniales (CSS) qui nourrira la 
spermatogenèse sur le long-terme. D’après Tan et al. (2020). 
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 Effectivement, les prospermatogonies T1 situées dans la lumière, au centre des tubes 

séminifères vont se relocaliser vers la membrane basale, le site de la niche spermatogoniale naissante. 

On parle alors de prospermatogonies I (I étant pour intermédiaire), ayant un profil transcriptionnel qui 

leur est propre (Tan et al., 2020). Cette capacité des cellules souches à migrer pour trouver leur niche, 

s’appelle « homing » (Kanatsu-Shinohara et al., 2008). La relocalisation des prospermatogonies à la 

périphérie des tubes séminifères est un évènement indispensable dans leur réactivation mitotique. En 

effet, les cellules germinales ne parvenant pas à migrer vers la périphérie des tubes séminifères sont 

éliminées ((Chen et al., 2015), preprint : Sun et al. 2023). Une fois relocalisées, il est supposé que ce 

sont des signaux émis par les cellules de la niche qui poussent les prospermatogonies-I à proliférer de 

nouveau : on parle alors de prospermatogonies transitoires 2 (prospermatogonies-T2). La reprise 

mitotique peut être repérée à l’aide de l’antigène Ki67, exprimé uniquement pendant les phases G1, 

S, G2 et M (et par conséquent, absent chez les prospermatogonies quiescentes). 

Après reprise de leur prolifération, les prospermatogonies-T2, sont, contrairement à ce qui a 

été longtemps supposé, amenées à former deux populations cellulaires distinctes : 1/ les cellules 

souches spermatogoniales (CSS), pool fondateur sur lequel repose la spermatogenèse sur le long 

terme ; 2/ sans passer par l’étape CSS, des spermatogonies différenciées vont directement s’engager 

dans la première vague de spermatogenèse. Ces deux populations semblent distinguables par leur 

expression du facteur de transcription Neurogenin-3 (NGN3), exprimé uniquement par les CSS (Yoshida 

et al., 2006) 

Temporalité des évènements 

La relocalisation à la lame basale et la différenciation ne sont pas synchrones pour toutes les 

prospermatogonies. On observe donc, dans le testicule en fin de vie fœtale comme en début de vie 

post-natale, différentes populations de cellules germinales, avec des vitesses de prolifération 

différentes (Law et al., 2019; Tan et al., 2020). La migration est initiée dès 18,5 jpc chez la souris (voire 

16,5 jpc pour un tout petit nombre de cellules si on considère la protéine inhibitor of DNA binding 4 – 

ID4, comme marqueur des CSS), et les premières prospermatogonies relocalisées commencent à 

proliférer à la naissance. Ainsi, la majorité des gonocytes a transité et est différenciée à 3,5 jpp tandis 

que les cellules engagées dans la première vague de spermatogenèse vont réaliser la méiose aux 

alentours de 10 jpp (Law et al., 2019; Nagano et al., 2000; Pui and Saga, 2017).  

En ce qui concerne l’Homme, il existe plusieurs différences majeures en comparaison à ce qu’il 

se passe chez la souris. Guo et al. ont récemment montré que les prospermatogonies-T1 se 

différenciaient directement en spermatogonies indifférenciées, transcriptionnellement très proches, 

et sans passer par les phases intermédiaires observées chez la souris (Guo et al., 2021). De plus, le 
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« homing » semble avoir lieu en parallèle puisque les prospermatogonies-T1 sont situées à la lame 

basale des tubes séminifères dès la vie fœtale (Gaskell et al., 2004). Enfin, la première vague de 

spermatogenèse se fera après la puberté, à partir de la différenciation de CSS (Sasaki and Sangrithi, 

2023). Certaines cellules germinales reprendront leur prolifération à partir de 8 semaines après la 

naissance (Culty, 2009). 

Mécanismes dans le modèle murin 

Les mécanismes impliqués dans la relocalisation, la reprise de prolifération et la différenciation 

des CSS restent encore mal connus et il n’est pas évident de les dissocier. Toutefois, Kanatsu-Shinohara 

et al. proposent, chez la souris, que les β1-intégrines, récepteurs transmembranaires d’adhésion 

cellulaire, exprimés à ce moment-là par les cellules germinales comme les cellules de Sertoli, jouent 

un rôle essentiel dans le « homing » des prospermatogonies-I (Kanatsu-Shinohara et al., 2008). 

L’importance de deux autres systèmes ligands/récepteurs dans la migration des gonocytes a été 

évoquée chez le rat, systèmes dans lesquels les gonocytes expriment les récepteurs et les cellules de 

Sertoli produisent les ligands. Ainsi, on a d’un côté le récepteur à tyrosine kinase c-KIT (KIT proto-

oncogene) et son ligand le stem cell factor (SCF), et, de l’autre le récepteur platelet-derived growth 

factor (PDGF) receptor β-subtype (β-PDGFR), et ses ligands, PDGF-B et PDGF-D (Basciani et al., 2008; 

Orth et al., 1997).  

En ce qui concerne la reprise de prolifération, Pui et Saga ont mis en évidence l’importance de 

la voie FGF. Pour cela, ils ont cultivé des testicules fœtaux (âgés de 17,5 jpc) de souris ex vivo en 

présence d’inhibiteurs de plusieurs voies de signalisation, dont les BMP, indispensables à la 

spécification des CGP. L’inhibiteur du FGF n’empêche pas la relocalisation des prospermatogonies à la 

lame basale mais bloque leur reprise de mitose et l’expression de différentes protéines clefs de la 

différenciation des CSS (Pui and Saga, 2017). Il semblerait que l’action du FGF soit médiée à la fois par 

la voie de signalisation glial cell line-derived neurotrophic factor (GDNF) et par l’acide rétinoïque, tous 

deux synthétisés par les cellules de Sertoli, l’AR ayant déjà été montré comme jouant un rôle dans la 

différenciation spermatogoniales (Pui and Saga, 2017; Raverdeau et al., 2012; Vernet et al., 2006). 

Enfin, en plus de la reprise de prolifération, cette voie de signalisation semble être à l’origine de la 

relocalisation d’une protéine, forkhead box O transcription factor 1 (FOXO1), présente jusqu’alors dans 

le noyau des gonocytes, et transloquée dans le cytoplasme (Pui and Saga, 2017), qui jouera un rôle 

dans l’auto-renouvellement des CSS. Nous pouvons enfin citer Nanos2, dont l’expression doit être 

finement régulée, sans quoi la reprise de prolifération, la relocalisation et l'expression des gènes 

spécifiques des CSS sont diminuées, sans pour autant altérer la relocalisation de FOXO1 (Pui and Saga, 

2018) (Figure 12). 
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Globalement, la sortie de quiescence des prospermatogonies et leur différenciation sont des 

évènements complexes, indispensables, et fruits de la communication réciproque des cellules 

germinales et de Sertoli. Enfin, la propension des prospermatogonies à former le pool de CSS ou les 

progéniteurs de la première vague de spermatogenèse semble reposer sur des mécanismes 

épigénétiques encore mal connus à ce jour (Hermann et al., 2018, 2015). 

Caractérisation des cellules souches spermatogoniales 

Ainsi, toutes les étapes de la différenciation germinale mâle, depuis la spécification des CGP, 

avaient pour objectif d’aboutir à la formation de ces cellules souches spermatogoniales. Elles sont les 

garantes de la fertilité des individus mâles, tout au long de leur vie reproductive. Ainsi, le maintien des 

CSS est chaperonné par de nombreux facteurs, intrinsèques et extrinsèques aux cellules germinales. 

Ceux-ci ont fait l’objet d’un grand intérêt par la communauté scientifique, bien que les détails 

Figure 12. Mécanismes qui sous-tendent la relocalisation des prospermatogonies à la lame basale et leur reprise de 
prolifération. 
La migration des prospermatogonies repose sur plusieurs interactions entre ligands exprimés par eux-mêmes et récepteurs 
exprimés par les cellules de Sertoli. Cela va leur permettre de se relocaliser depuis la lumière des tubes séminifères vers la 
membrane basale en traversant la barrière hémato-testiculaire (BHT). Une fois à la lame basale, l’expression paracrine des 
voies de signalisation du FGF, du GDNF et de l’acide rétinoïque (AR) par les cellules de Sertoli vont induire la translocation de 
FOXO1 du noyau vers le cytoplasme dans les cellules germinales et induire leur reprise de prolifération.  
Adapté de Pui et Saga (2017) et de Kanatsu-Shinohara et al. (2008). 
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mécanistiques soient encore flous (Pour revue, Wei et al., 2022). On peut citer le complexe de 

récepteurs GFRα1/ RET (respectivement GDNF family receptor alpha-1 et RET : receptor tyrosine 

kinase), effecteurs de la voie GDNF, et qui induisent, entre autres, l’expression d’ID4 ; la voie de 

signalisation Wnt/β-caténine ; les facteurs de transcription OCT4 et PLZF (promyelocytic leukemia zinc 

finger), et NANOS2, aussi impliqué dans le maintien des CSS (Buaas et al., 2004; Costoya et al., 2004; 

Liao et al., 2019; Naughton et al., 2006; Oatley et al., 2011; Sada et al., 2009; Takase and Nusse, 2016). 

La plupart de ces facteurs se régulent mutuellement et/ou agissent sur des cibles communes, formant 

des réseaux complexes pour assurer la prolifération et l’auto-renouvellement des cellules souches 

spermatogoniales (Song and Wilkinson, 2014; Wei et al., 2022). La plupart de ces facteurs nous sont 

utiles, en tant que scientifiques, afin d’identifier, autant chez l’humain que chez la souris, les 

spermatogonies les plus indifférenciées parmi les autres populations cellulaires testiculaires.  

Dans le détail, les analyses par séquençage ARN sur cellules uniques (scRNA-Seq) indiquent 

qu’il existerait un ensemble continu de plusieurs sous-populations de spermatogonies indifférenciées, 

dans le testicule post-natal et adulte, chacune présentant des profils d'expression génique subtilement 

différents (Tan et al., 2020). Nous retiendrons surtout ici, leur double propriété de 1/ s’auto-renouveler 

continuellement et 2/ être capables de se différencier en progéniteurs de la spermatogenèse qui 

aboutira à la formation de spermatozoïdes. Évidemment, toute altération dans l'établissement ou le 

maintien du pool de CSS peut conduire à une infertilité ou au développement des cancers testiculaires 

d’origine germinaux. 

3) La spermatogenèse  

 La spermatogenèse est le processus de différenciation de gamètes mâles haploïdes, les 

spermatozoïdes, à partir des spermatogonies (cellules diploïdes). Elle comprend :  1/ la différenciation 

et le maintien des CSS, étape que je viens d’évoquer, 2/ la méiose et 3/ la spermiogenèse. Les 

populations de spermatogonies diffèrent légèrement entre la souris et l’Homme (Figure 13). 
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Figure 13. La division goniale chez l’homme et la souris. 
Chez la souris, les spermatogonies indifférenciées Asingle subissent 3 ou 4 divisions mitotiques pour donner naissance 
à des chaînes de clones cellulaires interconnectés par des divisions mitotiques incomplètes. Elles se différencient ensuite 
en spermatogonies différenciées A1 qui vont à nouveau réaliser 4 cycles de divisions mitotiques (spermatogonies 
différenciées A1-A4 et B) afin d’amplifier le stock de cellules entrant en méiose (spermatocytes I). Chez l’Homme, les 
spermatogonies indifférenciées Adark et Apale sont capables d’auto-renouvellement et de différenciation afin de 
former les spermatogonies B. Celles-ci réalisent 3 divisions mitotiques (spermatogonies différenciées B1-B4) avant 
d’entrée en méiose. D’après la thèse de M. Givelet (2018) 
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Classification chez la souris 

 Chez la souris, nous retrouvons en premier lieu les cellules les plus indifférenciées et dont la 

prolifération est plutôt lente : les CSS ou spermatogonies As (pour single). Par division mitotique, celles-

ci vont donner naissance à une paire de spermatogonies, appelées Apr (pour paired) ou parfois 

spermatogonies transitoires, qui vont soit compléter la cytocinèse et produire deux nouvelles CSS, soit 

rester jointes et produire, après une nouvelle division, une chaîne de quatre spermatogonies, liées par 

des ponts intracytoplasmiques et nommées Aal4 (dont al signifie aligned). Les spermatogonies Apr et Aal 

sont parfois regroupées sous le terme de progéniteurs. Par division successives, on peut voir apparaître 

des chaines de 8, 16 voire même 32 spermatogonies Aal. Ces groupes de cellules interconnectées issues 

d’une seule spermatogonie sont appelés des clones (Pour revue, Fayomi and Orwig, 2018). Les 

spermatogonies As, Apr et Aal forment ensemble la catégorie des spermatogonies indifférenciées et 

représentent environ 0,3% des cellules germinales du testicule de la souris adulte (dont 10% de ces 

spermatogonies indifférenciées sont les CSS/As) (Tegelenbosch and de Rooij, 1993). Celles-ci expriment 

GFRα1, ID4, PLZF, et NANOS2. Puis, ces cellules vont se différencier et successivement donner des 

spermatogonies A1, A2, A3, A4, Intermédiaire et finalement des spermatogonies B, toutes regroupées 

sous le terme de spermatogonies différenciées, et qui expriment DMRT1 (Doublesex- and Mab-Related 

Transcription factor 1), cKIT, NANOS3 et STRA8. Ce sont les spermatogonies B qui seront capables de 

continuer la différenciation et entrer en méiose. Toutes les spermatogonies, indifférenciée et 

différenciées, sont accolées à la membrane basale (Pour revue, Fayomi and Orwig, 2018). 

Classification chez l’Homme 

 Chez l’Homme, il n’y a que deux types de spermatogonies indifférenciées, capable d’auto-

renouvellement et de différenciation. Celles-ci ont initialement été décrites par Clermont et al. chez le 

macaque, puis ajustées chez l’Homme (Clermont, 1972; Clermont and Leblond, 1959) :  

- Les spermatogonies Adark, nommées ainsi du fait de leur hétérochromatine très condensée, 

présentent une faible activité de prolifération et sont considérées comme les cellules 

souches de réserve. 

- Les spermatogonies Apale, dont la chromatine est moins condensée, prolifèrent plus 

activement et sont capables de donner des spermatogonies B différenciées qui, comme 

chez la souris, entreront en méiose. 
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Gestion du stock 

Dans le testicule humain, près de 22% des cellules germinales sont des spermatogonies 

indifférenciées (Adark et Apale), contre seulement 0,3% chez la souris. Cela provient du fait que le 

développement clonal des spermatogonies chez l’Homme présente 1 à 3 divisions mitotiques avant 

l’entrée en méiose, à l’inverse de la souris qui en présente jusqu’à 10. Ainsi, la production journalière 

de spermatozoïdes chez l'homme est d’environ 4,4 millions de spermatozoïdes par gramme de tissu 

testiculaire contre près de 40 millions de spermatozoïdes par gramme de tissu testiculaire et par jour 

chez la souris (Fayomi and Orwig, 2018). 

La spermiogenèse 

Après les divisions clonales, les spermatogonies B, cellules diploïdes (2n chromosomes), vont 

entrer en méiose afin d’aboutir à la formation de spermatides haploïdes (n chromosomes). Cela sera 

détaillé dans le chapitre I, D, 5. 

A l’issue de la méiose, les spermatides rondes vont réaliser la spermiogenèse, transformation 

fonctionnelle et morphologique indispensable pour obtenir des spermatozoïdes fonctionnels (Pour 

revue, Toshimori, 2003) (Figure 14). Rapidement, le noyau des spermatides va se polariser d’un côté 

de la cellule et sa chromatine se condenser grandement avec le remplacement des histones par les 

protamines, induisant un allongement caractéristique. En parallèle est formé l’axonème, pièce 

centrale du flagelle, constitué de microtubules ainsi que le manchon mitochondrial, qui fournira 

l’énergie nécessaire au déplacement du spermatozoïde. La spermatide allongée ainsi formée va alors 

se débarrasser de son cytoplasme et l’acrosome, réservoir enzymatique indispensable à la 

fécondation, va s’étendre jusqu’à recouvrir les 2/3 du noyau. Le spermatozoïde ainsi formé pourra être 

libéré dans la lumière du tube séminifère : c’est la spermiation. Il cheminera ensuite dans les voies 

excrétrices en passant, dans l’ordre, par l’épididyme – indispensable car il va y acquérir sa capacité à 

féconder – puis le vas déférent et l’urètre, pour finalement être éjaculé avec le liquide séminal produit 

par les différentes glandes sur son trajet (majoritairement la vésicule séminale et la prostate). Des 

défauts au cours de la spermiogenèse peuvent entrainer des anomalies de la morphologie ou des 

compétences des spermatozoïdes (mobilité, motilité…) et surtout, réduire considérablement leur 

capacité de féconder un ovocyte (O’Donnell, 2014).(Mescher, 2010) 
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Le cycle de l’épithélium séminifère 

Chez les mammifères, à partir de la puberté et de façon cyclique, une nouvelle population de 

spermatogonies est recrutée, effectue les deux divisions de méiose sans interruption, puis, 

directement après, réalise la spermiogenèse : on parle de vague de spermatogenèse. Celle-ci dure 35 

jours chez la souris ou 74 jours chez l’Homme et se déroule dans les tubes séminifères de manière 

centripète, c’est-à-dire que cette différenciation se fait de la lame basale vers la lumière du tube 

(Amann, 2008; Griswold, 2016). Ainsi, dans un tube séminifère, on observe empilement de cellules 

germinales à tous les stades de leur différenciation, par vagues de spermatogenèse. En histologie, nous 

retrouvons toujours les mêmes associations de cellules germinales : c’est le cycle de l’épithélium 

séminifère, décrit dès les années 1950 chez le rat (Leblond and Clermont, 1952) (Figure 15). Chez la 

souris, la spermatogenèse comprend 12 stades et 16 étapes de spermiogenèse, chez l’Homme, on 

compte 6 stades de spermatogenèse et 8 étapes de spermiogenèse (Mäkelä et al., 2020; Silber, 1984)). 

 

 

 

 

 

Figure 14. La spermiogenèse. 
La spermiogenèse comporte quatre étapes réalisées simultanément afin d’aboutir à un spermatozoïde de forme allongé 
depuis une spermatide ronde : 1/ une réorganisation nucléaire avec condensation de la chromatine par le remplacement des 
histones par les protamines; 2/ la formation de l'acrosome, comprenant la migration de l'appareil de Golgi et la fusion des 
vésicules golgiennes afin de former l’acrosome; 3/ l’élongation du flagelle :  le centriole distal s'allonge grâce aux microtubules 
pour former l’axonème et les mitochondries se réorganisent pour former un manchon autour de l’axonème ; 4/ l’élimination 
du cytoplasme en excès sous forme de gouttelettes cytoplasmiques appelées corps résiduels. D’après Mescher (2010). 
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Figure 15. Cycles de l’épithélium séminifère chez la souris et chez l’Homme. 
Au sein des tubes séminifères, les cellules germinales se différencient de façon centripète et on observe une 
succession régulière d’associations de cellules germinales appelé cycle de l’épithélium. Il comprend 12 stades 
chez la souris (A – tiré de Griswold (2016)) et 6 stades chez l’Homme (B – tiré de Silbert (1984)). 
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4) La méiose, spécificité du lignage germinal 

Les cellules germinales ont la capacité, unique et primordiale, de réaliser la méiose. Ce 

processus, extrêmement conservé au cours de l’évolution, est une étape déterminante dans la 

gamétogenèse. Elle consiste en deux divisions cellulaires successives précédées d’une unique phase 

de réplication de l’ADN (Figure 16). En plus de l’obtention de cellules haploïdes, la méiose permet le 

brassage de l’information génétique provenant des parents et donc d’aboutir à des cellules 

génétiquement uniques, ce qui est indispensable à la diversité des espèces. La méiose est une étape 

assez sensible aux perturbations, notamment aux polluants environnementaux, et des défauts au 

cours de la méiose peuvent induire une apoptose des cellules germinales, à la formation de gamètes 

aneuploïdes ou présentant des mutations, affectant ainsi la fertilité des individus (Pour revue, Bolcun-

Filas and Handel, 2018; Handel and Schimenti, 2010; Ohkura, 2015). 

La première division méiotique, dite division réductionnelle ou méiose I, permet la ségrégation 

des chromosomes homologues (d’origine paternelle et maternelle) : on obtient ainsi 2 cellules 

haploïdes (1n) à deux chromatides (2c). Elle contient quatre étapes : 

- La prophase : étape la plus longue de la division méiotique, au cours de laquelle les 

chromosomes se condensent puis s’apparient par paire de chromosomes homologues. Ces 

bivalents vont réaliser des échanges intrachromosomiques de matériel génétique. En fin 

de prophase I, les microtubules constituant le fuseau méiotique se lient au centromère de 

chaque chromosome au niveau des kinétochores : on parle de prométaphase.   

- La métaphase : les chromosomes homologues s’alignent de manière aléatoire au niveau 

du plan équatorial et forment la plaque métaphasique. 

- L’anaphase : par l’allongement de la cellule et la contraction du fuseau, les bivalents se 

séparent et chaque chromosome homologue migre vers un pôle de la cellule. En fonction 

de l’agencement sur la plaque métaphasique, les chromosomes vont migrer vers l’un ou 

l’autre des pôles, pouvant aboutir à différentes combinaisons possibles : c’est le brassage 

interchromosomique. 

- La télophase : après avoir formé les enveloppes nucléaires, la cellule se sépare en deux 

cellules filles par cytodiérèse. 

La deuxième division, dite équationnelle ou méiose II, voit les chromatides sœurs se séparer. 

Elle ressemble à une mitose classique, à l’exception de l’absence de prophase car la division 

équationnelle commence directement à la prométaphase II.  
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Figure 16. La méiose mâle chez les mammifères. 
Les cellules germinales réalisent la méiose, une double division cellulaire précédée d’une phase unique de 
réplication. Chez le mâle, la méiose I ou division réductionnelle permet la ségrégation des chromosomes 
homologues et contient quatre phases : prophase, prométaphase, métaphase, anaphase et télophase. La méiose 
II, dite division équationnelle, permet la séparation des chromatides sœurs et aboutit à la formation de quatre 
spermatides. Elle ne comporte que quatre étapes puisqu’elle ne possède pas de prophase. Adapté de labster.com. 
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Il est important de noter que chez les mammifères, les méioses mâle et femelle diffèrent par 

plusieurs aspects : 1/ leur cinétique (durée, synchronicité), 2/ leur dynamique de progression 

(continue/discontinue) et 3/ le nombre de gamètes obtenus.  

Comme évoqué précédemment, la méiose est initiée chez la femelle pendant la vie fœtale 

mais les ovogonies vont interrompre leur progression au stade diplotène de la prophase I. Cette phase 

de quiescence prolongée, aussi appelée vésicule germinative, va persister pendant plusieurs mois chez 

la souris et jusqu’à des décennies chez la femme. Suite à une stimulation hormonale, la reprise de 

méiose se fera à chaque cycle chez la femelle pubère. L’ovocyte achèvera alors sa première division 

méiotique (métaphase, anaphase, télophase) et expulsera le premier globule polaire, petite cellule 

abortive contenant la moitié du matériel génétique. L’ovocyte entamera immédiatement la deuxième 

division de méiose jusqu’à ce que l’ovocyte soit à nouveau bloqué, en métaphase II, jusqu’à sa 

fécondation (MacLennan et al., 2015). La méiose femelle est dite asymétrique puisqu’à partir d’une 

ovogonie ne sera formé qu’un seul ovocyte et deux globules polaires (Figure 17). Cela permet 

l’accumulation des réserves dans l’ovocyte, qui seront nécessaire au développement précoce de 

l’embryon.  

Chez le mâle, contrairement à la femelle, la méiose est un processus continu se déroulant après 

la naissance, à partir de la puberté. Après divisions clonales, les spermatogonies B entrent en méiose 

afin d’aboutir à la formation de 4 cellules haploïdes à une chromatine (1n, 1c) appelés spermatides 

(Figure 17).  Il est intéressant de noter que la première vague de méiose observée chez la souris mâle 

est unique en son genre, autant par le profil d’expression des spermatocytes, reflété au niveau 

protéique, que dans la régulation méiotique, et ne sera pas d’avantage détaillée dans ce 

manuscrit (Grive et al., 2019). 

 

 

 

 

Figure 17. Comparaison de la méiose chez le mâle et chez la femelle. 
Chez le mâle, la méiose permet, à partir d’une cellule contenant des paires de chromosomes (2n) à deux chromatides (2c), 
d’obtenir successivement deux spermatocytes à n chromosomes à 2n chromatides en fin de première division méiotique puis 
quatre spermatides à n chromosomes et n chromatide en fin de méiose, sans interruption dans le processus. Les quatre 
spermatides présentent un contenu cytologique et une taille identique et formeront quatre spermatozoïdes après 
spermiogenèse. Chez la femelle, après la première division méiotique, l’ovocyte 2n2c formera un ovocyte et un globule 
polaire (GP1), différents par leur taille et leur contenu cytologique mais possédant chacun 1n2c chromosomes. La prophase 
de première division méiotique est initiée pendant la vie fœtale chez la femelle et sera achevée qu’à partir de la puberté 
après une stimulation hormonale. La deuxième division méiotique chez la femelle n’est réalisée entièrement que si l’ovocyte 
est fécondé par un spermatozoïde et sera à nouveau asymétrique, avec formation d’un deuxième globule polaire (GP2 – 
1n1c) et de l’ovocyte II fécondé, le zygote. Les cellules germinales mâle sont représentées en bleu et celles de la femelle en 
rose. Adapté de Handel et Schimenti (2010). 
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La prophase I  

Parmi toutes les étapes de la méiose, la prophase I a une importance particulière. Cette étape, 

finement régulée, s’étend sur 11 jours chez la souris mâle et jusqu’à 23 jours chez l’homme. On observe 

deux évènements interdépendants : 1/ la génération de cassures double brin (CDB) de l’ADN, de 

manière programmée et leur réparation par recombinaison homologue (RH) ; 2/ la formation du 

complexe synaptonémal (CS) par alignement puis synapsis des chromosomes homologues. Cela 

aboutira à l’échange réciproque de matériel génétique permettant d’assurer la diversité génétique, et 

à la formation de liens physiques entre les chromosomes homologues, appelés chiasma, nécessaires 

pour obtenir une tension correcte sur la plaque métaphasique et une bonne ségrégation des 

chromosomes homologues. Les multiples évènements qui ont lieu au cours de la prophase I de méiose 

sont tous très précisément orchestrés et intrinsèquement liés les uns aux autres. Ainsi, dans la majorité 

des cas, des défauts en prophase I de méiose conduit à une altération de la fertilité par apoptose 

germinale ou formation de gamètes aneuploïdes. La prophase I comprend 5 stades :  leptotène, 

zygotène, pachytène, diplotène et diacinèse. 

La recombinaison homologue 

Comme évoqué dans le paragraphe dédié à l’initiation méiotique chez la femelle, Stra8 joue le 

rôle d’orchestrateur de l’entrée en méiose, notamment au niveau de la phase de réplication pré-

méiotique ou phase « S » pré-méiotique.  A ce moment-là, en plus de la duplication du matériel 

génétique, la formation des futures CDB est programmée, en nombre, en espace et en temps. La 

méthyltransférase PR domain-containing 9 (PRDM9) est capable de catalyser la tri-méthylation de la 

lysine 4 et ou 36 de l’histone H3 (respectivement H3K4me3 et H3K36me3) (Hayashi et al., 2005; Wu et 

al., 2013). PRDM9 va aussi être à l’origine d’une déméthylation locale de l’ADN induisant ainsi un 

enrichissement de la marque 5-hydroxyméthylcytosine (5hmC) autour du site de cassure (Y. Imai et al., 

2020). Cet ensemble de marques épigénétiques vont permettre de signaliser les points chauds de 

recombinaison, intervalles de 1 000 à 2 000 paires de bases où les CDB vont préférentiellement être 

formées, et vont permettre le maintien de l’ouverture chromatinienne nécessaire à la réparation des 

CDB par RH (Paigen and Petkov, 2010).  

Ainsi, au stade leptotène de la prophase I de méiose, et grâce à l’action de PRDM9, le complexe 

d’initiation de la RH contenant SPO11 sera recruté et activé, aboutissant à la formation de centaines 

de CDB (Bergerat et al., 1997; Keeney et al., 1997). Celles-ci seront immédiatement résectées 

(dégradation des terminaisons-5’) pour aboutir à la formation d’extrémités simples brins d’ADN et 

seront signalisées par la phosphorylation de la lysine 139 du variant d’histone H2AX (γH2AX) par deux 

kinases : Ataxia Telangiectasia Mutated (ATM) et Ataxia-Telangiectasia mutated and Rad3-related 

(ATR), ce qui favorise leur réparation. Ces kinases sont aussi chargées d’une régulation locale et a 
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posteriori du nombre et de la répartition des CDB sur les chromosomes (Carballo et al., 2013; Cooper 

et al., 2014). Cette phosphorylation, concomitante à la génération et à la réparation des CDB, permet 

de visualiser la progression de la prophase I méiotique par immunohistochimie. 

Les extrémités simples brins d’ADN formées sont stabilisées par le complexe trimérique RPA 

(replication protein A) et son paralogue, le complexe MEIOB/SPATA22 (respectivement, meiosis 

specific with OB-fold et spermatogenesis associated 22)  (Ribeiro et al., 2021, 2016; Souquet et al., 

2013; Wang and Haber, 2004). Ces protéines seront progressivement remplacées par des 

recombinases, RAD51 (RAD51 recombinase) et son homologue méiotique DMC1, qui vont permettre 

l’invasion du chromosome homologue par recherche d’homologie (San Filippo et al., 2008). Cela 

aboutit à la formation d’une structure particulière, intermédiaire de la recombinaison, appelée 

displacement-loop (D-loop) (Waldvogel et al., 2019). Au sein de cette structure va avoir lieu une 

synthèse de novo d’ADN, en se servant du brin homologue comme matrice : on parle d’élongation de 

la D-loop. Pour résoudre cet intermédiaire de recombinaison, plusieurs voies sont possibles en 

fonction du devenir de l’autre simple brin d’ADN, résecté mais qui n’a pas envahi l’homologue (Pour 

revues, Baudat et al., 2013; Handel and Schimenti, 2010). J’ai choisi de vous détailler les deux 

principales. 

Tout d’abord, la voie du non-crossover (NCO) où la D-loop est simplement résorbée et les 

cassures sont réparées par la voie du Synthesis Dependant Strand Annealing (SDSA). Celle-ci ne produit 

pas de chiasma mais peut donner lieu à un changement d’une petite séquence d’ADN par un 

phénomène appelé conversion génique (échange unidirectionnel et court, ayant un effet limité sur la 

diversité génétique). 

L’autre possibilité est la voie du crossover (CO). La D-loop est stabilisée, la seconde extrémité 

cassée est capturée sue la D-loop puis étendue par synthèse d’ADN. Enfin, les extrémités sont liguées, 

ce qui aboutit à la formation de la double jonction de Holliday. Au stade pachytène, la double jonction 

de Holliday peut être dissoute sans former de CO ou résolue par l’activité endonucléasique du 

complexe MLH1/MLH3 (MutL Homolog 1 et 3) pour aboutir à la formation d’un crossing-over, c’est-à-

dire un échange réciproque d’ADN sur un large intervalle de bras chromosomiques. Les chromatides 

sœurs restant connectées par les cohésines, le crossing-over permet la formation d’un lien physique 

entre les chromosomes homologues, visible en métaphase I sous la forme de chiasma.  

L’ensemble de ces processus est résumé dans la figure 18. 
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Figure 18. La recombinaison homologue. 
PRDM9 est chargée d’apposer des marques épigénétiques afin de programmer les points chauds de recombinaison 
homologue. Ces marques seront reconnues par SPO11 qui génèrera des cassures double-brin de l’ADN et 
immédiatement signaliser par la phosphorylation de la sérine 139 de l’histone H2AX par ATM. Les extrémités simples 
brins sont résectées puis stabilisées par RPA et le complexe MEIOB/SPATA22. ATM est rejoint par ATR pour renforcer 
la signalisation. Les recombinases RAD51 et DMC1 vont remplacer les protéines de stabilisation de l’extrémité simple 
brin et vont envahir le chromosome homologue par recherche d’homologie. Cela aboutit à la formation de la D-loop. 
Celle-ci sera soit résorbée par la voie du SDSA sans formation de crossing-over, soit stabilisée et transformée en double 
jonction de Holliday qui sera résolue par le complexe d’endonucléases MLH1/MLH3. Cette voie pourra aboutir dans 
une partie des cas à la formation de crossing-over, lien physique entre les chromosomes homologues nécessaire pour 
la bonne ségrégation en métaphase. Adapté de Handel et Schimenti (2010). 
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La formation d’un CO est l’exception dans la résolution des CDB méiotiques. En effet, chez les 

mammifères, moins de 10% des CDB initialement formées aboutissent à la formation d’un CO (Girard 

et al., 2023). Toutefois, ces derniers sont absolument indispensables pour avoir une tension correcte 

lors de l’alignement des chromosomes homologues sur la plaque métaphasique et pour garantir leur 

bonne ségrégation en métaphase : on parle de « crossover obligatoire ». Chez les mammifères, on 

retrouve au moins un (si ce n’est deux) CO par bivalent. De ce fait, le nombre et la localisation des CO 

est un processus très finement régulé, et est sujet au phénomène d'interférence des CO, c’est-à-dire 

que la formation d’un CO empêche celle d’un autre CO à proximité (Girard et al., 2023).  

Mise en place du complexe synaptonémal 

En parallèle de la recombinaison homologue a lieu un autre évènement clef : l’appariement 

des chromosomes homologues avec la mise en place du complexe synaptonémal, favorisant la RH 

entre chromosomes homologues et non entre chromatides sœurs comme c’est le cas en mitose. En 

effet, au stade pré-leptotène, des complexes de cohésines permettent la condensation de l’ADN, 

formant un échafaudage pour initier l’assemblage des éléments latéraux du complexe synatonémal 

qui relient les chromatides sœurs en leptotène. Au stade zygotène, les éléments latéraux, comprenant 

entre autres les protéines SYCP3 et SYCP2, s’allongent le long des chromatides soeurs pour former les 

axes latéraux et sont ensuite réunis par la mise en place des éléments transverses dont SYCP1, puis 

des éléments centraux dont les trois synaptonemal complex central element protein (respectivement 

SYCE1, SYCE2 et SYCE3) (Figure 19). Cette proximité autorise les chromosomes homologues à 

s’apparier entre eux pour la RH. Au stade pachytène, cet appariement, aussi appelé synapsis, est 

complet sur toute la longueur des axes chromosomiques, à l’exception des gonosomes (chromosomes 

sexuels), non homologues, qui ne sont appariés qu’au niveau de la région pseudo-autosomale. Enfin, 

au stade diplotène, le CS est désassemblé, les chromosomes homologues ne sont plus appariés et 

restent joints uniquement par les chiasmas. Des altérations de l’appariement des chromosomes, ou 

asynapsis, sont presque toujours associées, chez le mâle, à l’apoptose de spermatocytes au stade 

pachytène et/ou au stade métaphase de la première division méiotique, et conduit, chez l’humain 

comme dans des modèles murins, à des problèmes de fertilité (Burgoyne et al., 2009; Cohen et al., 

2006; Vincent et al., 2002). (Bolcun-Filas and Schimenti, 2012; Hosoya and Miyagawa, 2021) 

Ainsi, ces deux mécanismes, la recombinaison homologue et la mise en place du complexe 

synaptonémal sont interdépendants et présentent des mécanismes de régulation mutuelle. Les 

individus déficients pour un gène du CS présentent généralement des altérations de RH et 

inversement. De manière globale, une altération à un moment donné de la prophase I entraine souvent 

une cascade de conséquences, ce qui rend parfois difficile l’identification des causes et des 

conséquences en recherche fondamentale.  
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Figure 19. Le complexe synaptonémal. 
A) L’ADN se condense au stade pré-leptotène/leptotène grâce à des complexes de cohésines. En zygotène, les éléments 
latéraux et transverses se mettent en place et initient le synapsis. Au stade pachytène, le synapsis est complet sur toute la 
longueur des chromosomes ce qui autorise la recombinaison homologue et aboutit à la formation de crossing-over. Le 
complexe synaptonémal est désassemblé au stade diplotène. Adapté de Hosoya et Miyagawa (2021). B) Le complexe 
synaptonémal complètement assemblé forme une structure tripartite qui lie les chromosomes homologues. Les éléments 
transverses SYCP1 joignent les éléments latéraux SYCP2/3 déposés le long des axes des boucles des chromatides sœurs de 
chacun des chromosomes homologues. Les éléments centraux tels que SYCE1, SYCE2 et SYCE3 se déposent progressivement 
pour former l’élément central qui stabilise l’appariement des chromosomes homologues. Adapté de Bolcun-Filas et Schimenti 
(2012). 
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5) La régulation épigénétique de la différenciation germinale et de la méiose 

Le terme épigénétique regroupe les mécanismes permettant de moduler l’expression génique 

sans modification de la séquence d’ADN elle-même. Généralement, on distingue trois marques, 

héritables et réversibles : 1/ la modification des bases de l’ADN, dont la plus connue est la méthylation 

des cytosines ; 2/ les modifications post-traductionnelles des histones, notamment leur méthylation, 

acétylation, ou phosphorylation et 3/ les ARN non codants, dont l’action ne passera pas par leur 

traduction en protéines. Chaque étape de la différenciation germinale précédemment décrite, depuis 

la vie fœtale jusqu’à la production des gamètes, repose au moins en partie, sur des remaniements 

épigénétiques divers, en inter-coopération étroite avec l’expression transcriptionnelle de programmes 

précis. Certaines étapes telles que la transition pluripotence/différenciation, l’initiation et la 

progression méiotique nécessitent des remaniements épigénétiques spécifiques. Ainsi, toute 

altération épigénétique, et notamment dans les dynamiques de méthylation de l’ADN, peut avoir de 

graves conséquences à court et/ou à long terme sur la vie de la cellule germinale, pouvant même 

conduire à sa mort et donc à une infertilité de l’individu (Odroniec et al., 2023). Vous trouverez dans 

ce chapitre, les principales modifications épigénétiques qui sous-tendent la différenciation germinale 

mâle chez la souris, et en particulier les modulations de la méthylation de l’ADN.  

La méthylation de l’ADN 

La méthylation de l'ADN résulte du transfert d'un groupement méthyle sur le cinquième 

carbone du résidu cytosine. Cela est effectué par une famille d’enzyme, les ADN methyltransferases 

(DNMT), et aboutit à la formation d’une 5-méthylcytosine (5mC) (Jang et al., 2017; L. D. Moore et al., 

2013) (Figure 20A). Cette marque épigénétique, extrêmement conservée des plantes aux animaux, est 

dynamique et impliquée dans de nombreux processus de différenciation cellulaire.  

En fonction de son emplacement dans l’ADN, le rôle de la méthylation sera légèrement 

différent. Au niveau des régions intergéniques, dont les séquences répétées, la méthylation de l’ADN 

est responsable de la répression des éléments transposables et viraux, potentiellement dangereux s’ils 

sont exprimés (Schulz et al., 2006). Cependant, la majorité des 5mC se situent dans les îlots CpG, 

régions d’approximativement 1000 paires de base où   7̴5% des cytosines sont méthylées (Figure 20B). 

Les îlots CpG sont majoritairement retrouvés dans les régions géniques, et en particulier au niveau des 

séquences promotrices, ce qui permet une régulation de l'expression génique. De fait, l’état de 

méthylation est spécifique de la cellule et de son état de différenciation. Lorsque les îlots CpG 

hyperméthylés sont situés dans le corps d’un gène, ils vont induire une augmentation de son 

expression (Yang et al., 2014). A contrario, l’hyper-méthylation des îlots CpG localisés au niveau d’un 

site promoteur d’un gène, entraînera sa répression transcriptionnelle et permettra la compaction de 

région d’ADN en hétérochromatine (Chodavarapu et al., 2010; Jang et al., 2017). 
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Chez les mammifères, on dénombre trois méthyltransferases : DNMT1, DNMT3A et DNMT3B. 

Toutes sont exprimées au cours de la gamétogenèse, DNMT1 étant impliquée dans le maintien de la 

méthylation en réplication, tandis que DNMT3A et DNMT3B sont préférentiellement en charge de la 

méthylation de novo, en étroite collaboration avec une protéine chargée de leur régulation : DNMT3L 

(DNA methyltransferase 3-like), qui ne possède pas de domaine catalytique (Uysal et al., 2016).  

A l’inverse, la méthylation de l’ADN peut être effacée. Cela peut se faire de manière passive, 

au cours de la réplication et en l'absence de réapposition de la méthylation sur le brin nouvellement 

synthétisé, ou de façon active, par l’intervention de différentes enzymes capables de la désamination 

ou de l’oxydation des cytosines (Figure 20C). L’action conjointe de l’activation induced cytidine 

deaminase (AID) et de l’apolipoprotein B mRNA editing enzyme (APOBEC) conduit à la désamination 

de la 5mC en thymine, ce qui produit un mauvais appariement T-G et sera finalement réparé par le 

Base Excision Repair (BER). La principale voie de déméthylation active est réalisée par oxydations 

successives des 5mC par les trois protéines Ten-Eleven-Translocation (TET), ce qui conduit à la 

Figure 20. La méthylation et la déméthylation de l’ADN. 
A) La méthylation de l'ADN se produit au niveau du cinquième carbone de la cytosine et conduit à la formation de 5-
méthylcytosine (5mC). B) la méthylation de l'ADN est principalement observée sur les sites CpG et beaucoup plus 
rarement sur les sites non-CpG. C) la 5mC peut être déméthylé de manière passive au cours de la réplication. La 
déméthylation active de l'ADN peut se produire par oxydation où les enzymes TET convertissent successivement la 5mC 
en 5hmC, 5fC et 5caC. La 5mC et la 5hmC peuvent aussi être désaminées grâce au complexe AID/APOBEC qui les 
transforme respectivement en thymine et en 5-hmU. La 5fC, la 5caC et la 5hmU sont excisées puis remplacée par la voie 
du BER. D’après Jang et al. (2017). 
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formation de 5-hydroxyméthylcytosine (5hmC) puis de 5-formylcytosine (5fC) et enfin de 5-

carboxylcytosine (5caC), ces deux derniers pouvant être remplacés par une cytosine grâce au BER 

(Zhang et al., 2023). Chacun des trois produits d’oxydation de la 5mC sont mal reconnus par DNMT1, 

participant ainsi à la déméthylation passive de l’ADN. Enfin, il est intéressant de noter que la 5hmC 

n’est pas seulement un intermédiaire de déméthylation mais peut être reconnue par des régulateurs 

transcriptionnels spécifiques, notamment au cours de la neurogénèse, participant de fait à la 

régulation de l'expression génique et au contrôle de l'identité cellulaire (Kharat and Sharan, 2020; Sun 

et al., 2014). 

La différenciation germinale est intimement liée à d’importants remaniements au niveau de la 

méthylation de son ADN, à l’échelle globale ou de manière précise et localisée, résumés en figure 21 

et que nous allons maintenant détailler. 

 

 

 

 

 

 

  

Figure 21. Les remaniements de la méthylation de l’ADN au cours de la différenciation des cellules germinales mâles. 
Juste après leur spécification, les cellules germinales primordiales subissent une déméthylation quasi-globale de leur génome 
au cours de leur migration. Celle-ci est d’abord passive, par dilution de la méthylation au fil des divisions, puis facilitée par les 
enzymes TET. Après la détermination sexuelle, les cellules germinales quiescentes voient leur ADN être complètement 
reméthylé par DNMT3A majoritairement. Après la naissance, une déméthylation spécifique autorise la transition gonocyte-
spermatogonie et la suite de la spermatogenèse. 
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Les cellules germinales primordiales 

Indépendamment de la déméthylation globale qui s’est produite au cours du développement 

embryonnaire précoce, les CGP subissent, après leur spécification, une reprogrammation à l'échelle 

du génome à un état épigénétique basal, effaçant les marques de méthylation des génomes parentaux 

puis en apposant de nouvelles, différentes dans les gamètes mâles et femelles, notamment au niveau 

des gènes soumis à l’empreinte (Pour revue, Saitou et al., 2012). Ces marques épigénétiques 

garantissent l’expression mono-allélique spécifique de plus d’une centaine de gènes chez les 

mammifères.  

Ainsi, à la suite de leur spécification et dès 7,5 jpc, l’ADN des CGP subit une déméthylation 

quasi globale de leur génome, et dans toutes les régions : promoteurs, introns, exons, séquences 

intergéniques. Ainsi, plus de 70% des ilots CpG sont méthylés dans les CGP après spécification, et ce 

chiffre sera réduit à environ 10% dans les gonocytes à 13,5 jpc (précisément 15% dans les CG mâles et 

7% dans les CG femelles) (Popp et al., 2010; Seisenberger et al., 2012). Dans un premier temps, la 

déméthylation est passive, associée à la réplication rapide des CGP, amplifiée par une absence de 

méthylation de novo et une maintenance de la méthylation de l’ADN sélective (Arand et al., 2015; 

Hargan-Calvopina et al., 2016; Kagiwada et al., 2013). Cela est responsable de la majorité de la 

déméthylation puisqu’à 9,5 jpc, les CGP présentent un niveau de méthylation aux alentours de 30%. A 

partir de l’entrée de CGP dans la gonade, la déméthylation sera facilitée par l’action des enzymes TET 

et du complexe AID/APOBEC, et semble plus sélective (Popp et al., 2010; Yamaguchi et al., 2012). Un 

des régulateurs principaux de cette étape, au moins chez la souris, est la protéine PR-domain 

containing protein 14 (PRDM14), impliquée à la fois dans la répression transcriptionnelle des DNMT et 

dans le recrutement des protéines TET (Seki, 2018). Cette déméthylation est probablement 

responsable, ou au moins accompagnée, par des changements drastiques de l’état de la chromatine, 

y compris des remplacements d’histones et de leurs modifications post-traductionnelles (Saitou et al., 

2012; Seki et al., 2005). Ainsi, le remaniement global de l’épigénome des CGP, et en particulier la 

déméthylation de l’ADN, est strictement nécessaire pour l’extinction du programme transcriptionnel 

somatique, la ré-acquisition des facteurs de pluripotence et l’acquisition de la compétence gamétique, 

et donc, plus généralement, est indispensable pour avoir une différenciation germinale correcte 

(Hargan-Calvopina et al., 2016; Maatouk et al., 2006; Saitou et al., 2012). Harvan-Calvinopa et al. ont 

d’ailleurs montré que la déficience de DNMT1 induit une différenciation germinale précoce et des 

altérations de l’expression génique, ce qui aboutit à une perte massive des cellules germinales, chez le 

mâle comme chez la femelle. De la même manière, l’invalidation de Tet1 ou l’absence d’un de ses 

cofacteurs conduit à une diminution du nombre de cellules germinales et à des altérations de la 
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fertilité, par inhibition de l’expression de régulateurs méiotiques et des anomalies en méiose (DiTroia 

et al., 2019; Yamaguchi et al., 2012)  

La méthylation de novo de l’ADN 

L’effacement de la méthylation permet de faire de la place pour une nouvelle programmation 

épigénétique. En fonction du sexe de l’individu et après la détermination sexuelle, les cellules 

germinales adopteront une méthylation qui leur sera propre et selon des chronologies distinctes. Chez 

la femelle, l’état hypométhylé persistera jusqu’après la naissance et l’apposition de novo de la 

méthylation se fera dans l’ovocyte en dictyate, en parallèle de la croissance folliculaire, et 

l’avancement de l’apposition de la méthylation semble corrélée avec la taille de l’ovocyte et non l’âge 

de la souris (Hiura et al., 2006; Lucifero et al., 2004; Seisenberger et al., 2012).  

Chez le mâle, la méthylation de novo de l’ADN commence plus précocement, dans les 

gonocytes en quiescence, et sera réapposée prioritairement au niveau des éléments transposables. La 

majorité de la méthylation sera établie à la naissance, alors que la méthylation complète des 

empreintes paternelles ne sera finalisée que pendant la puberté. L’apposition de novo de la 

méthylation de l'ADN dans les prospermatogonies est majoritairement réalisée par DNMT3A, 

soutenue et activée par DNMT3L. De son côté, DNMT3B, aussi en étroite collaboration avec DNMT3L, 

semble impliquée uniquement dans la reméthylation du gène Rasgrf1 (RAS protein-specific guanine 

nucleotide-releasing factor 1) et certaines séquences répétées (Kaneda et al., 2004; Kato et al., 2007). 

De la même manière, DNMT3B semble avoir un rôle mineur dans la reméthylation de l’ADN chez la 

femelle (Shirane et al., 2013).  

De manière générale, la méthylation de novo de l’ADN dans les cellules germinales sera 

conservée jusqu’à la fin de la gamétogenèse et même bien au-delà de la fécondation pour les gènes 

soumis à l’empreinte parentale.  Son apposition correcte régit, chez le mâle, la suite de la vie de la 

cellule germinale, et notamment l’obtention de CSS compétentes (Dura et al., 2022). Chez la femelle, 

seulement 40% des îlots CpG de l’ADN de l’ovocyte seront méthylés lors de l’ovulation, régionalisés à 

certains domaines de l’ADN (contrairement au spermatozoïde où près de 90% des CpG sont méthylés 

et où la répartition est plutôt uniforme sur le génome) (Stewart et al., 2016). Ceci peut expliquer que 

des défauts de méthylation ovocytaire ne semblent pas perturber leur développement ni la 

fécondation mais aboutissent à des arrêts de développement embryonnaire prématurés (Bourc’his et 

al., 2001; Branco et al., 2016). La reprogrammation épigénétique est donc indispensable pour assurer 

la fertilité des individus.  
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La différenciation des cellules souches spermatogoniales 

La majorité de la méthylation a été apposée sur l’ADN des cellules germinales avant la 

naissance et celle-ci est considérée comme stable au cours de la spermatogenèse.  Toutefois, quelques 

modifications de la méthylation sont observées, autant par déméthylation que méthylation de novo, 

et de manière séquence spécifique (Oakes et al., 2007). Kubo et al. ont notamment décrit une perte 

de la méthylation, dans les spermatogonies différenciées du testicule post-natal, au niveau de régions 

situées aux alentours de gènes importants pour leur fonction et la suite de la spermatogenèse. Cette 

déméthylation spécifique juste après la naissance concerne particulièrement des gènes impliqués dans 

la voie de la différenciation ou de l’auto-renouvellement tels que Stra8, pour lequel une déméthylation 

spécifique en amont du gène est observée dans les spermatogonies différenciées, ou Plzf dont la 

dynamique de méthylation est corrélée à son expression en vie post-natale dans les spermatogonies 

indifférenciées (Kubo et al., 2015). A l’inverse, Shirakawa et al. ont rapporté une augmentation du 

signal de 5mC lors de la transition spermatogonies indifférenciées vers spermatogonies différenciées, 

simultanément avec l’acquisition de cKIT et de l’expression des DNMT, et proposent ce changement 

comme nécessaire, voire comme étant un point de contrôle de la différenciation spermatogoniale 

(Shirakawa et al., 2013). Enfin, Dura et al. ont récemment mis en évidence le rôle primordial de la 

méthylation de l’ADN médiée par DNMT3A dans la différenciation des CSS (Dura et al., 2022). En effet, 

chez les souris invalidées pour Dnmt3A, une hypométhylation est globalement observée au niveau des 

îlots CpG, associée à une dérégulation transcriptionnelle : ceci ne perturbe ni la première vague de 

spermatogenèse ni leur capacité d’auto-renouvellement mais ampute les spermatogonies 

indifférenciées de leur plasticité à s’engager en différenciation. 

Ainsi, la méthylation de l’ADN est essentielle à la plasticité et à la différenciation des cellules 

souches spermatogoniales, mais des remaniements des marques des histones ou de l’accessibilité 

chromatinienne semblent également impliqués, dépendamment ou non de la méthylation de l’ADN 

(Cheng et al., 2020; Dura et al., 2022; Liu et al., 2019).  

  



    
 

41 
 

 

La méiose 

Juste avant la méiose, il y a une phase de réplication, la phase S pré-méiotique, au cours de 

laquelle la méthylation de l’ADN va devoir être apposée sur le brin nouvellement synthétisé. Une 

altération de la maintenance de la méthylation globale à ce moment-là entraine de nombreux défauts 

méiotiques, notamment dans l’appariement des chromosomes homologues, et une mortalité 

germinale avant le stade pachytène (Dong et al., 2019; Y. Imai et al., 2020; Takada et al., 2021). 

L’hypométhylation au cours de la spermatogenèse est généralement associée à l’infertilité. 

Une des causes potentielles est la réactivation des éléments transposables (ET), qui ne sont 

plus réprimés en absence de méthylation. Effectivement, il existe une double protection pour se 

prémunir de la réactivation délétère des éléments transposables : la méthylation de l’ADN et la di-

méthylation de l’histone 3 en lysine 4 (H3K4me2). Cependant, lors de son passage, PRDM9 transforme 

cette marque en H3K4me3, qui ne semble plus pouvoir réprimer les ET. Ainsi, en absence de H3K4me2, 

ce mécanisme inhibiteur repose sur la méthylation de l’ADN. De ce fait, une perturbation de la 

méthylation de l’ADN, comme c’est le cas dans les cellules germinales déficientes pour Dnmt3L, 

entraine une réactivation des éléments transposables et une mortalité cellulaire (Bourc’his and Bestor, 

2004; Webster et al., 2005; Zamudio et al., 2015). De plus, les ET actifs (enrichis en H3K4me3) pourront 

attirer la machinerie de recombinaison et ainsi entrainer des perturbations dans la formation des CDB 

(CBD abusives près des ET et absentes de certains points chauds). L'utilisation réduite des points 

chauds canoniques conduit à des défauts de la réparation des CDB et du synapsis (Zamudio et al., 

2015). 

En outre, la protéine multi-domaine UHRF1 (ubiquitin-like with PHD and RING finger domains) 

est capable de reconnaître la méthylation de l'ADN et les modifications des marques des histones et 

joue ainsi un rôle essentiel dans la régulation épigénétique, notamment au moment de la méiose. La 

déficience de UHRF1 chez les souris entraîne des défauts de méthylation, traduits par une 

augmentation du niveau global de 5hmC et des niveaux élevés de TET1, ce qui perturbe le profil 

d’expression des gènes méiotiques et aboutit à un échec de la méiose et à l'infertilité masculine (Pan 

et al., 2020). 

Enfin, des études menées chez l’Homme rapportent un lien entre défauts de méthylation des 

spermatozoïdes et altérations de la qualité spermatique, notamment de la concentration, de la 

mobilité et la vitalité des spermatozoïdes et ont fait un lien avec l’infertilité (Houshdaran et al., 2007; 

Laqqan et al., 2017). 
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Chapitre II : La pollution environnementale et son impact sur la fertilité 

Au cours des dernières décennies, les inquiétudes vis-à-vis de l’augmentation de nouvelles 

substances chimiques dans l’environnement et leur impact sur la santé reproductive n’ont cessé 

d’augmenter. En parallèle, que ce soit dans la faune sauvage ou dans l’espèce humaine, une 

augmentation des anomalies de la fonction de reproduction a été mise en évidence. De nombreuses 

études expérimentales vont également dans ce sens et l’ensemble de ces données mettent en relation 

ces phénomènes (Oliveira et al., 2023; Pizzorno, 2018). Nous aborderons dans ce chapitre l’impact des 

polluants environnementaux (PE) sur notre santé, et en particulier sur notre fertilité, en précisant 

quelques-uns de leurs mécanismes de toxicité. 

A) Les polluants environnementaux et leur impact sur la fertilité 

Outre les effets sur la reproduction, de nombreuses fonctions de l’organisme semblent 

également altérées par l’exposition aux PE. Ainsi, l’impact des PE sur notre santé ne fait, de nos jours, 

plus aucun doute. D’après l’Organisation Mondiale pour la Santé (OMS), 12,6 millions de décès sont 

imputables chaque année aux facteurs environnementaux (communiqué de presse du 15 mars 2016) 

et de multiples pathologies leur ont été associées chez l’Homme telles que des altérations du système 

reproductif, neurologique, respiratoire, des cancers, des maladies cardiovasculaires… (Heindel et al., 

2017; Peters et al., 2021) (Figure 22).  

En 1963, dans son livre intitulé Silent Spring, Rachel Carson est une des premières à dénoncer 

les effets négatifs de polluants environnementaux et notamment des pesticides sur la vie reproductive 

de la faune sauvage et en particulier celle des oiseaux. Cet ouvrage, vendu à plus de deux millions 

d’exemplaires à travers le monde, a permis une prise de conscience collective. Depuis lors, de 

nombreuses études ont porté sur les effets reprotoxiques des PE, chez l’Homme comme dans des 

modèles animaux. Les effets adverses des PE sur la fertilité s’expliquent par l’altération des fonctions 

stéroïdogènes et gamétogènes des gonades, affectant ainsi la capacité de reproduction.  
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1) Les perturbateurs endocriniens 

La dérégulation endocrine induite par de nombreux polluants environnementaux explique en 

partie l’impact reprotoxique de ces PE. Le système endocrinien (Figure 23) constitue un des grands 

systèmes de communication de l'organisme et contrôle une multitude de fonctions par la libération, 

finement régulée, d’hormones au niveau des glandes endocrines. Parmi toutes les hormones, nous 

pouvant citer celles inhérentes à la reproduction que sont les gonadotrophines (FSH et LH) et les 

hormones sexuelles (œstrogènes et androgènes).  

 

  

Figure 22. Effets des polluants environnementaux sur la santé humaine. 
Les polluants environnementaux peuvent avoir un impact sur différents systèmes du corps humain (écritures en gras), ce qui 
conduit à de nombreuses pathologies (écritures fines). Adapté de Peters et al. (2021) et de Chang et al. (2021). 
NB : l’appareil reproducteur représenté ici est féminin mais les effets des polluants environnementaux sur la santé décrits ici 
concernent aussi bien les femmes que les hommes. 

Figure 23. Le système endocrinien. 
Le système endocrinien coordonne le fonctionnement des différents processus biologiques par le biais 
d'hormones, composés chimiques directement libérés dans la circulation sanguine par les glandes endocrines, 
glandes présentées dans ce schéma). Fait avec Biorender. 
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Une définition communément admise de la notion de « perturbateur endocrinien » a été 

proposée l’OMS en 2002 puis confirmée en 2012 : « un perturbateur endocrinien est une substance 

ou un mélange exogène qui altère une ou plusieurs fonctions du système endocrinien et provoque par 

conséquent des effets néfastes sur la santé d'un organisme intact, de sa descendance ou de ses (sous) 

populations » (Bergman et al., 2012). Des substances caractérisées comme perturbatrices du système 

endocrinien sont retrouvées dans de nombreux produits du quotidien, notamment certains 

cosmétiques, emballages alimentaires, boissons, jouets...  

Pour agir, les perturbateurs endocriniens sont capables d’interférer avec la synthèse, la 

sécrétion, le transport, le métabolisme, la liaison aux récepteurs ou l’élimination d’hormones 

endogènes (Kavlock et al., 1996). C’est notamment le cas des composés qui présentent structure 

semblable à celle d’une hormone endogène (on parle de xéno-hormone). La « liaison aux récepteurs » 

est une étape clef dans la réponse physiologique. Une fois libérées dans la circulation sanguine, les 

hormones vont rejoindre leur organe-cible et se lier à un récepteur afin d’induire une réponse adaptée. 

Parmi eux, les récepteurs nucléaires vont, après activation, aller se fixer directement au niveau de 

séquences spécifiques de l’ADN afin de moduler l’expression transcriptionnelle de gènes. De cette 

manière, que le polluant induise une activité agoniste ou antagoniste à celle de l’hormone endogène, 

l’activation inappropriée d’un récepteur par la liaison d’un PE peut induire des perturbations cellulaires 

et métaboliques et aboutir à des effets néfastes pour le développement et la santé des individus (Falck 

et al., 1992; Germain et al., 2006). En ce qui concerne la fonction de reproduction, les récepteurs 

nucléaires les plus importants pour les mammifères sont les récepteurs aux œstrogènes, aux 

androgènes et à la progestérone. 

Parmi les perturbateurs endocriniens les plus étudiés et pour lesquels nous sommes 

quotidiennement exposés, nous trouvons les plastifiants, et notamment les bisphénols et les phtalates. 

 Le bisphénol le plus connu et le plus étudié est sans doute le bisphénol A (BPA – 4,4′-

isopropylidenediphenol ou 2,2-bis(4-hydroxyphenyl)-propane). Développé à la fin du XIXème siècle, il 

a d’abord été utilisé dans l’industrie pharmaceutique avant d’être majoritairement employé dans 

l’industrie du plastique. Grâce à ses propriétés mécaniques et élastiques, sa légèreté et son faible coût, 

le BPA a été impliqué dans la fabrication d’une multitude de produits de la vie quotidienne : résines 

époxy utilisées comme revêtement couvrant l’intérieur des boîtes de conserves ou des canettes, 

bouteilles et autres contenants alimentaires, jouets, tétines, consommables et dispositifs 

médicaux (lunettes, fil dentaires, etc), tickets de caisse et autres papiers thermiques… De par ses fortes 

ressemblances structurales avec l’œstradiol (Figure 24), le BPA, une fois dans l’organisme, est capable 

de se lier aux récepteurs aux œstrogènes sous sa forme active (forme libre ou non conjugué) et 
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d’induire ainsi de multiples effets, notamment au niveau de la fonction de reproduction (Delfosse et 

al., 2014; Rouiller-Fabre et al., 2015). Le BPA a d’ailleurs été déclaré comme composé reprotoxique 

dès 2002 par la Commission européenne. Le BPA est pris en charge et éliminé au niveau du foie et de 

l’intestin mais certains métabolites produits peuvent également engendrer différents effets nocifs 

dans nos organismes (Dodds and Lawson, 1936; Lacroix et al., 2011). Le BPA est largement retrouvé 

dans les fluides biologiques : sérum, urines mais a aussi été retrouvé dans le plasma fœtal ou le lait 

maternel (Fernandez et al., 2007; Vandenberg et al., 2012).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ainsi, les effets délétères du BPA, dans de nombreux organismes, mammifères ou non, ne sont 

plus à démontrer.  Il a tout d’abord été interdit par la Commission Européenne dans la fabrication des 

biberons et emballages alimentaires à destination des nourrissons en 2011. Puis, en 2017, l’Agence 

européenne des produits chimiques le reconnait comme substance « extrêmement préoccupante », 

ce qui conduit, en un plus tard, à la promulgation d’une législation limitant son utilisation dans tous les 

matériaux en contact avec les aliments. Très récemment, les experts de l’autorité européenne de 

sécurité des aliments ont réévalué la dose journalière tolérable, l’abaissant à 0,2 nanogrammes par 

kilogramme de poids corporel et par jour (20 000 plus basse que la précédente).  

Suite à ces législations, les industriels ont développé des alternatives au BPA, i.e. des 

substances chimiques présentant des similitudes structurelles ou fonctionnelles avec le BPA : on les 

appelle analogues ou dérivés du BPA. Ces composés sont extrêmement nombreux, et contrairement 

au BPA, la toxicité potentielle pour l’Homme de la plupart d’entre eux est encore mal connue. Toutefois 

ils ont été massivement utilisés dans des indications similaires à celles du BPA et on observe de nos 

jours une exposition généralisée à ces analogues : dans les denrées alimentaires, la poussière 

Figure 24. Structure chimique de l’œstradiol, du bisphénol A et de deux de ses analogues. 
Adapté de Grimaldi et al. (2019) 
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domestique, les sédiments fluviaux et lacustres, les produits de soins personnels et le papier 

thermique, jusqu’à être aussi détectés dans des échantillons biologiques humains (Liao et al., 2012; 

Pelch et al., 2017; Vasiljevic and Harner, 2021). Parmi ces analogues, nous pouvons citer le Bisphénol 

A diglycidyl ether (BADGE) utilisé de manière courante dans l’industrie agro-alimentaire et le Bisphénol 

AF (BPAF) retrouvé principalement dans les élastomères et les composants électroniques (Figure 24). 

Le BPAF présente une des affinités les plus fortes pour les récepteurs aux œstrogènes (Delfosse et al., 

2012; Grimaldi et al., 2019) alors que l’action du BADGE semble plutôt médiée par son activité 

antagoniste du récepteur PPARγ (Peroxisome Proliferator Activated Receptors, isotype γ) (Grimaldi et 

al., 2019).  

Le DEHP (di(2-ethylhexyl)phtalate) est le phtalate le plus produit dans le monde. Ce plastifiant 

est utilisé dans de nombreux matériaux de construction et d’ameublement, des dispositifs médicaux 

et des cosmétiques. Interdit dans les articles de puériculture et les cosmétiques, l’utilisation du DEHP 

est seulement réglementée dans les produits de constructions, de décorations ou les vêtements, 

malgré sa reconnaissance, avec l’ensemble des phtalates, comme substance cancérogènes, mutagènes 

ou reprotoxiques (CMR) par le parlement européen en 2008. Après absorption, le DEHP est rapidement 

métabolisé, notamment en MEHP (mono-2-ethylhexyl phtalate), son métabolite actif dans le testicule 

(Figure 25). Le DEHP et ses métabolites ont été associés à des effets délétères sur les systèmes 

endocriniens, reproducteur, neuraux, hépatique et cardiovasculaire, sur des modèles animaux et sur 

l'Homme, in vitro et in vivo (Chang et al., 2021; Rowdhwal and Chen, 2018). Dans le testicule, le MEHP 

présente des effets anti-œstrogéniques et anti-androgéniques (Kim et al., 2019). (Albert and Jégou, 

2014) 

Figure 25. Structure chimique du DEHP et de ses métabolites principaux. 
Le métabolisme du DEHP aboutit à la formation d'une vingtaine de métabolites. Sous sa forme libre, le DEHP a 
une demi-vie sanguine courte de l'ordre de 28 minutes. Il est tout d’abord hydrolysé en MEHP, métabolite 
majoritaire dans le sang, qui sera à son tour hydrolysé. Quatre métabolites secondaires sont retrouvés dans le 
sang chez l’Homme, dont le MEHHP et le MEOHP. D’après Albert et Jégou (2014). 
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A l’instar de nombreux perturbateurs endocriniens, les sources d’exposition aux phtalates et 

bisphénols sont mixtes : 1/ la voie orale principalement, autant par l’eau que par l’alimentation, 2/ 

l’air, notamment par l’inhalation de poussières domestiques produites par la dégradation continues 

de matières plastiques, 3/ la barrière cutanée et 4/ la voie parentérale qui constitue une voie non 

négligeable de contamination.  

Du fait de leur action de perturbation endocrine, ces composés vont notamment altérer la 

stéroïdogenèse mâle et femelle via des actions directes ou indirectes sur les cellules stéroïdogènes 

gonadiques. Ainsi, la production de stéroïdes va être affectée et va, de fait, impacter grandement les 

fonctions de reproduction (Arzuaga et al., 2019; Rattan et al., 2017). 

Toutefois, les cellules somatiques gonadiques ne sont pas les seules à être sensibilisées par 

une exposition au phtalates et au BPA (et, par extension, aux perturbateurs endocriniens). Les cellules 

germinales, elles aussi, peuvent être impactées, et cela, indépendamment de la modulation endocrine 

imposée par ces composés. Des moments de sensibilité spécifiques aux cellules germinales, telle que 

la méiose, ont été mis en évidence, aussi bien chez le mâle que chez la femelle. Le BPA a d’ailleurs été 

le premier composé mis en évidence, grâce au travaux de Patricia Hunt au début des années 2000, 

comme étant capable d’interférer avec la méiose (Hunt et al., 2003). De ce fait, ce composé va avoir 

des effets délétères non négligeables chez la femme, où le stock de gamètes est limité.  

Altération gamétique, méiose et exposition au BPA 

 Etudes épidémiologiques chez la femme 

Les premières études épidémiologiques sur le BPA ont commencé à émerger dans les années 

2000. L’équipe de Takeuchi et al. a mis en avant une corrélation positive entre taux sériques de BPA et 

syndrome des ovaires polykystiques (Takeuchi et al., 2004) et a ainsi été la première à montrer que le 

BPA est impliqué dans l’augmentation des pathologies ovariennes chez la femme. A la suite de cela, 

de multiples études ont décrit les effets reprotoxiques du BPA et ont cherché à comprendre l’origine 

de ces défauts.  

En outre, Caserta et al. observaient dès 2013 des taux importants de BPA dans les fluides 

biologiques des femmes rencontrant des problèmes à concevoir (Caserta et al., 2013). Récemment, les 

équipes de Nazlı Yenigül et Aftabsavad ont fait les mêmes observations, i.e. que les taux de BPA dans 

le sérum maternel et le liquide folliculaire sont négativement corrélés à la qualité des ovocytes et le 

taux de grossesse clinique (Aftabsavad et al., 2021; Yenigül et al., 2021). De même, des taux élevés de 

BPA ont pu être associés à une diminution du nombre de follicules antraux dans les ovaires, une 

maturation ovocytaire défectueuse et à une baisse des taux d’AMH, hormone indicatrice de la réserve 

ovarienne (Matuszczak et al., 2019; Peretz et al., 2014; W. Zhou et al., 2016).  
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Toutefois, les résultats obtenus peuvent parfois être contradictoires et ne pas être corrélé 

forcément à un défaut ovocytaire. Louis et al. n’observaient pas de corrélation entre taux urinaires de 

BPA et défauts de fécondité des ovocytes humains in vitro en 2014 là où Wang et al. ont décrit, quatre 

ans plus tard, une association forte entre ces deux paramètres (Buck Louis et al., 2014; Wang et al., 

2018). Ceci permet de mettre en avant les limites des études épidémiologiques dans la caractérisation 

des effets d’une substance donnée sur la reproduction humaine. Celles-ci ne prennent généralement 

pas en compte des facteurs tels que la co-exposition, ce qui rend les résultats de ces études très 

variables et n’apportent que peu d’éléments sur les effets propres de la substance étudiée.  

 Etudes expérimentales_ exposition adulte 

Chez le mâle, Jin et al. ont rapporté qu’une exposition de rats adultes au BPA, pendant 14 jours 

et à faible dose, entrainait une diminution de la quantité et de la qualité des spermatozoïdes (Jin et al., 

2013). Ils observent également une diminution du nombre de cellules germinales du testicule par 

apoptose (valable pour chaque type cellulaire : spermatogonies, spermatocytes, spermatides). Enfin, 

ils constatent un abaissement des taux sériques de testostérone et de FSH. Les équipes de Ali et Liu 

décrivent, chacune de leur côté, des problèmes méiotiques suite à l’exposition de rats mâles adultes 

au BPA, ce qui conduit à un arrêt au stade pachytène (Ali et al., 2014; Liu et al., 2013). Les mêmes 

défauts sont constatés dans d’autres espèces, notamment la souris et l’Homme (Liu et al., 2021; 

Mínguez-Alarcón et al., 2016; Wang et al., 2022).  

Chez la souris femelle, Hunt et al. concluent, avec des expériences qu’une exposition de courte 

durée, in vitro, et à une faible dose de BPA, pendant les derniers stades de la croissance des ovocytes 

est suffisante pour provoquer des défauts de la maturation des ovocytes et de ségrégation des 

chromosomes homologues qui conduisent à la formation d’ovocytes aneuploïdes (Hunt et al., 2003). 

Des altérations de la stéroïdogenèse et de la régulation du cycle œstral ont également été observées 

(Richter et al., 2007). Enfin, Li et al. ont récemment observé, également in vitro, que le BPA pouvait 

aussi perturber l’expansion des cellules du cumulus et la communication ovocyte/granulosa (Li et al., 

2023).  

Etudes expérimentales_ expositions fœtales et néonatales 

De manière intéressante, de nombreuses études animales ont montré que des expositions 

prénatales et/ou néonatales à divers PE étaient particulièrement délétères pour la santé et la vie 

reproductive. Chez le mâle, l’exposition périnatale au BPA chez la souris et le rat conduit à des 

altérations préméiotiques et méiotiques et une apoptose massive germinale (Chianese et al., 2018; Xie 

et al., 2016). De leur côté, Pagotto et al. ont étudié l’impact de l’exposition au BPA du 5ème jour de vie 

fœtale au 7ème jour de vie néonatale chez la souris (Pagotto et al., 2020). Ils observent, chez les mâles 
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en fin d’exposition, une proportion plus élevée de spermatogonies indifférenciées, ce qui conduit à 

une diminution du nombre de spermatozoïdes épididymaires à l’âge adulte. La différenciation fœtale 

mâle des cellules germinales est aussi affectée. En effet, des études menées dans notre laboratoire 

ont permis de mettre en évidence, dans un modèle de culture organotypique et dans un modèle de 

xénogreffes, que l’exposition au BPA des testicules fœtaux humains du premier trimestre induisait 

également une diminution du nombre de cellules germinales par augmentation de l'apoptose ainsi que 

des défauts de différenciation (diminution des cellules indifférenciées AP2γ-positives au profit des 

cellules différenciées exprimant MAGEA4) (Eladak et al., 2018).  

 Chez la femelle, un des évènements majeurs pour les cellules germinales qui se déroule 

pendant la vie fœtale est l'établissement du programme méiotique. Une perturbation à ce moment-

là, notamment par des PE, entraîne des défauts méiotiques et par ce biais conduit à des altérations de 

fertilité conséquents, dont des interruptions spontanées de grossesses et des défauts de croissance et 

de développement de la descendance. Encore une fois, les effets du BPA sont particulièrement bien 

décrits, in vitro mais aussi in vivo, chez les nématodes, les rougeurs, les brebis… De manière générale, 

l’exposition d’ovaires fœtaux au BPA induit des altérations de l'expression des gènes méiotiques, des 

problèmes de synapsis des chromosomes homologues, des défauts dans la réparation des CDB 

méiotiques, des associations inhabituelles entre des chromosomes hétérologues, une perturbation de 

la progression de la prophase I méiotique, et des erreurs de ségrégation des chromosomes 

homologues pendant la métaphase (Allard and Colaiácovo, 2010; Brieño-Enríquez et al., 2012; Loup et 

al., 2022; Susiarjo et al., 2007; H.-Q. Zhang et al., 2012).  

De manière générale, les altérations ayant eu lieu pendant la vie périnatale par une exposition 

précoce au BPA conduisent à des altérations à l’âge adulte, chez le mâle comme chez la femelle. Une 

diminution de la qualité et de la quantité des gamètes induisant des défauts de fertilité sont décrits, 

parfois sur plusieurs générations (Hunt et al., 2012; Pagotto et al., 2020; Salian et al., 2009; Vrooman 

et al., 2015; H.-Q. Zhang et al., 2012). 

Comme nous l’avons mentionné dans le cas du BPA, la méiose est un événement d’extrême 

sensibilité face aux polluants et toute perturbation conduit à la diminution de la qualité et de la 

quantité des gamètes mâles et femelles. Toutefois, la différenciation des cellules germinales (en vie 

fœtale ou néonatale) est un évènement à ne pas négliger et en particulier le passage d’un état 

pluripotent et prolifératif à un état différencié. Chez le mâle, une altération de la transition 

mitose/quiescence pendant la vie périnatale peut conduire, en dehors des problèmes de fertilité, au 

développement de cancer germinal testiculaire par le maintien de cellules à un état prolifératif 

indifférencié. 
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2) Polluants environnementaux et cancers testiculaires 

Le cancer testiculaire est le cancer le plus courant chez les hommes jeunes et est très 

majoritairement d’origine germinale : on parle de tumeur des cellules germinales testiculaires (TCGT). 

En 45 ans, l’incidence des TCGT a très nettement augmenté dans la plupart des pays industrialisés. En 

France, les TCGT affichent un taux d'augmentation constant de 2,5 % par an (Kudjawu et al., 2012; 

Skakkebaek et al., 2016; Trabert et al., 2015). Bien qu'il s'agisse d'un des cancers les mieux soignés par 

radiothérapie et/ou chimiothérapie, ces traitements induisent une hypofertilité voire une infertilité. 

De plus, plusieurs études montrent que les hommes atteints de TCGT ont souvent une qualité 

spermatique diminuée et une moins bonne fertilité plusieurs années avant que la tumeur ne soit 

diagnostiquée (Berthelsen and Skakkebaek, 1983; Møller and Skakkebaek, 1999; Walsh et al., 2009). 

La cause de ces cancers n'est pas encore bien comprise mais de nombreux éléments suggèrent que la 

lésion initiale, le carcinome in situ (CIS), viendrait d’un défaut de différenciation des cellules germinales 

primordiales fœtales. Sonne et al. ont par exemple comparé, grâce à un séquençage par puces, le profil 

transcriptionnel du CIS avec celui de gonocytes, d’ovogonies, et de cellules souches embryonnaires 

(Sonne et al., 2009). Ils observent une très grande similarité entre CIS et gonocytes avec seulement 5 

gènes divergents parmi les gènes les plus différentiellement exprimés. Almstrup et al. décrivent, de 

leur côté, une similarité de plus de 50% entre les profils transcriptionnels de cellules issu de CIS et de 

cellules souches embryonnaires (Almstrup et al., 2004). Parmi les gènes communément exprimés, nous 

retrouvons des gènes tels que OCT4, NANOG, TFAP2C et MAGEA4 (Almstrup et al., 2004; Rajpert-De 

Meyts, 2006; Sonne et al., 2009). Des observations similaires sont faites en ce qui concerne l’état 

épigénétique des cellules, avec une hypométhylation globale de l’ADN caractéristique des cellules 

pluripotentes, et l’expression atypique de deux allèles de gènes normalement soumis à l’empreinte 

parentale (Fukushima et al., 2017; Oosterhuis and Looijenga, 2019; van Gurp et al., 1994). Le CIS 

présente donc des caractéristiques transcriptionnelles et épigénétiques communes aux cellules 

germinales fœtales. 

Hardell a été le premier, en 2003, à réaliser une étude cas-témoin et à corréler la présence de 

polluants organiques persistants (POP), tels que les chlordanes et les biphényles polychlorés, dans le 

sang maternel et la survenue de cancers testiculaires (Hardell et al., 2003). Une récente étude française 

a aussi montré un lien entre l'utilisation domestique de pesticides, en particulier de fongicides, au 

cours des premières périodes de développement et le risque de TCGT chez l’adulte (Danjou et al., 

2021).  Ainsi, même si les mécanismes qui relient l’exposition prénatale aux PE et le défaut de 

différenciation germinale à l’origine du CIS ne sont pas clairement identifiés, la survenue du CIS semble 

pouvoir être associée à une exposition prénatale à certains PE (Faja et al., 2022; Hardell et al., 2006). 

Il est intéressant de noter que les souris ne développent pas spontanément de cancer testiculaire, ce 
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qui ne facilite pas l’étude de cette pathologie. En revanche, il existe différents modèles dans lesquels 

une perturbation de la différenciation des cellules germinales primordiales, par la suppression de 

DND1 (Dead end1), NANOS3 ou DAZL, peut être associée à l’apparition de cancers testiculaires (A. Imai 

et al., 2020; Nicholls et al., 2019; Schemmer et al., 2013). 

B) Mécanismes de toxicité 

Les polluants environnementaux de tous types induisent, dans nos organismes, des réponses 

biologiques à tous les niveaux : comportemental, hormonal, métabolique, protéomique, génétique, 

épigénétique et transcriptionnel…(Wu et al., 2023). Peters et al. proposent huit effets principaux des 

polluants environnementaux, récurrents et démontrés de manière scientifique chez l’Homme (Figure 

26).  

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Figure 26. Catégorisation des effets des polluants environnementaux. 
Le schéma énumère les huit effets les plus attribués aux polluants environnementaux. D’après Peters et al. (2021). 
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Un des impacts incontestables est la capacité de perturbation endocrine que partagent une 

grande partie des polluants environnementaux. Comme détaillé auparavant, la fonction endocrine est 

primordiale dans nos organismes et de nombreux composés peuvent entraver la synthèse, le transport 

et l’activité des hormones endogènes ou détourner leurs voies d’action du fait de leur structure hormo-

mimétique. Toutefois, cela ne peut pas expliquer la totalité des conséquences observées et la 

sensibilité des cellules germinales, notamment lors de la méiose, ne s’explique pas totalement par 

cette activité de modulation endocrine. 

1) Les altérations épigénétiques 

La grande majorité des polluants environnementaux sont capables d’induire des modifications 

de l’épigénome. Comme évoqué dans le premier chapitre, les remaniements épigénétiques sont très 

finement régulés au cours de la différenciation germinale, ce qui est crucial pour assurer une bonne 

fertilité. Ainsi, de nombreux polluants environnementaux ont été incriminés dans une perturbation 

des fonctions reproductrices par des modifications épigénétiques. Une des premières équipes de 

recherche à décrire ce phénomène a été celle de Skinner dès 2005. Ils ont exposé des rates gestantes 

(de 8 à 15 jpc) à de la vinclozoline ou au méthoxychlore, respectivement un fongicide et un insecticide 

(Anway et al., 2005). Ils décrivent alors, grâce à des techniques de PCR (polymerase chain reaction) 

couplées à l’utilisation d’enzymes de restriction sensibles à la méthylation, une altération des schémas 

de méthylation de l'ADN dans la lignée germinale qu’ils corrèlent à des défauts de spermatogenèse 

(diminution du nombre et de la vitalité des spermatozoïdes, augmentation de l’apoptose et des 

problèmes de fertilité). Ces effets ont été transmis à travers la lignée germinale à presque tous les 

mâles des trois générations suivantes examinées.  

En ce qui concerne le BPA, différentes études ont permis de mettre en évidence une 

dérégulation de l’expression génique par le biais d’altérations de la méthylation après exposition 

périnatale ou adulte au BPA (Junge et al., 2018; Kundakovic et al., 2013; Weinhouse et al., 2015; Wong 

et al., 2015). Au niveau des cellules germinales, Zhang et al. ont mis évidence que ce composé pouvait 

également induire une diminution de la méthylation de l’ADN au niveau des gènes soumis à 

l’empreinte dans les cellules germinales fœtales murines ainsi qu’une diminution de la quantité 

d’ARNm dans les gonades femelles, STRA8 et DAZL étant notamment touchés (X.-F. Zhang et al., 2012).  

L’équipe de Li a étudié in vitro l’effet d’une exposition au BPA sur une lignée cellulaire 

spermatogoniale (GC-1) (Li et al., 2018). Ils observent une diminution des niveaux globaux de la 

méthylation de l'ADN ainsi qu’une réduction des niveaux d'expression au niveau protéique et de 

l’ARNm d’ADN méthyltransférases. Ils décrivent aussi une diminution globale de la triméthylation de 

la lysine 27 de l’histone H3 (H3K27me3). Pour leur part, Zhang et al. décrivent que l'exposition in vitro 
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de testicules de souris prépubères au BPA et au DEHP altère la spermatogenèse via à une perturbation 

de H3K9me2. En, dehors du BPA et du DEHP, d’autres PE présentent la capacité d’induire des 

modifications des marques des histones (Gao et al., 2019; Gely-Pernot et al., 2018; Legoff et al., 2019). 

Enfin, le plus grand nombre de preuves quant à l’effet des PE sur le paysage épigénétique des 

cellules germinales a été accumulé au niveau des spermatozoïdes. Chez la souris comme chez 

l’Homme, un lien a été fait entre exposition aux PE, faible qualité spermatique et défaut de méthylation 

de l’ADN dans les spermatozoïdes, notamment avec les bisphénols et les phtalates (Laing et al., 2016; 

Manikkam et al., 2013; Miao et al., 2014; Sidorkiewicz et al., 2018; Sugiyama et al., 2022; Xia et al., 

2018; Yang et al., 2021). Han et Huang ont d’ailleurs récemment recensé un grand nombre de PE ayant 

des impacts sur la fertilité mâle via des modifications épigénétiques (Han and Huang, 2021). Ces 

modifications épigénétiques induites dans les cellules germinales par exposition à un PE peuvent être 

transmises aux générations futures et être à l’origine d’infertilités et de maladies (Skinner, 2014). 

Même si les études présentées ici se focalisent généralement sur une ou deux marques 

épigénétiques, ce qu’il se passe au sein des cellules est bien plus complexe. Il s’agit en réalité d’un 

spectre d'informations épigénétiques (dont la méthylation de l'ADN, les modifications des histones et 

l'expression d'ARN non codant) qui agissent de concert.  

Une question reste aujourd’hui en suspens. Par quels mécanismes les polluants 

environnementaux perturbent-ils l’épigénome cellulaire ? Une partie de la réponse peut être trouvée 

dans la susceptibilité de certaines enzymes, à répondre à l’exposition à de nombreux polluants 

environnementaux. En effet, diverses études décrivent des modulations au niveau transcriptionnel 

et/ou traductionnel de l’expression de TET1, DNMT1, DNMT3A et DNMT3B notamment après 

exposition au PE (Doshi et al., 2011; Li et al., 2018; Zhang et al., 2018; Zhu et al., 2020). Un autre 

élément de réponse pourrait être le stress oxydatif puisque de nombreux polluants environnementaux 

ont été décrits comme pro-oxydants et qu’il existe un lien entre espèces réactives de l’oxygène et 

modifications épigénétiques (Abdollahi et al., 2004; Donaldson et al., 2003; Kietzmann et al., 2017; 

Monks et al., 2006).  

2) Les PE sources d’oxydation 

Le stress oxydatif est un déséquilibre, au sein d’une cellule, entre la production d’espèces 

réactives de l’oxygène (ERO) et les capacités antioxydantes. Bien que les ERO soient strictement 

nécessaires à de nombreux processus biologiques, leur présence en excès est impliquée dans la 

physiopathologie de nombreuses maladies chroniques invalidantes chez l'Homme, et a aussi été 

associé à l’infertilité, masculine comme féminine (Agarwal et al., 2005; Bisht et al., 2017). Takeshima 
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et al. rapportent qu’en fonction des études, 30 à 80% des hommes souffrant d’infertilité présentent 

une production excessive d’ERO dans leur éjaculat (Takeshima et al., 2021). 

Plusieurs études chez l'Homme et l'animal soutiennent l'idée que de nombreux polluants 

environnementaux sont capables de produire un effet reprotoxique par l’induction d’un stress 

oxydatif. Les premières études dans ce sens ont été basées basent sur l’exposition de rats à des métaux 

lourds (Arafa et al., 2009; Hsu et al., 1997). Les phtalates et des bisphénols sont également décrits 

comme substances pro-oxydantes, y compris dans des études épidémiologiques (Kataria et al., 2017). 

L’exposition au BPA peut induire une réduction de la capacité anti-oxydante par la diminution de la 

présence des enzymes anti-oxydantes chez les souris (Kabuto et al., 2003). En ce qui concerne les 

cellules germinales, l’équipe de Kaur a décrit une augmentation des ERO associée à de multiples 

anomalies structurelles des tubes séminifères et une diminution du nombre de cellules germinales par 

augmentation de l’apoptose après exposition de souris adultes au BPA pendant 4 semaines (Kaur et 

al., 2018). De leur côté, Mondal et al. observent des résultats similaires après exposition pendant 3 

mois à un phtalate, à savoir des altérations de l'architecture testiculaire accompagnées d’une 

perturbation de l'équilibre oxydant/antioxydant dans les cellules germinales. Ils mettent aussi en avant 

une activation de la réponse inflammatoire (Mondal et al., 2019). Ces deux études concluent que 

l’oxydation, induite par une exposition aux bisphénols ou phtalates, aboutit à des altérations du 

nombre, de la mobilité et de la viabilité des spermatozoïdes. En complément, l’ajout d’antioxydants 

au BPA sur des spermatozoïdes in vitro ou administré à des souris et des poissons in vivo, permet de 

contrer les effets néfastes du BPA et de restaurer la fertilité et la capacité à féconder des 

spermatozoïdes (Kaur et al., 2018; Rahman et al., 2019; Yuan et al., 2019).  

Pour conclure, nous sommes continuellement exposés à une multitude de polluants 

environnementaux, substances qui peuvent avoir de multiples effets sur notre santé et notre fertilité, 

et même notre descendance. Le moyen le plus efficace de minimiser les effets néfastes des PE sur 

notre santé serait de réduire ou d'éviter notre exposition à toutes les sources, ce qui parait 

extrêmement difficile dans notre société, malgré les efforts collectifs déjà mis en place. Il est donc 

crucial de décrypter précisément les mécanismes d’action de ces substances afin de mieux anticiper, 

neutraliser ou soigner leurs effets. 
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Chapitre III : Les lésions oxydatives de l’ADN 

A) L’oxydation : un équilibre à trouver 

1) Formation des espèces réactives de l’oxygène 

Au sein de chaque cellule, l’utilisation de l’oxygène dans de nombreuses réactions 

métaboliques peut aboutir à la formation de radicaux libres. Ces sous-produits sont, par définition, des 

espèces chimiques possédant au moins un électron non apparié sur leur couche périphérique, ce qui 

leur confère un fort degré de réactivité (Pham-Huy et al., 2008). Les radicaux libres les plus fréquents 

sont l’anion superoxyde O2
●-, les radicaux peroxyles ROO● et le radical hydroxyle ●OH, la plus délétère 

des espèces radicalaires. Les espèces non radicalaires comme le peroxyde d’hydrogène H2O2 et 

l’oxygène singulet 1O2, ne possèdent pas d’électron libre mais peuvent également induire une toxicité 

cellulaire. Ensemble, radicaux libres et espèces non radicalaires forment les espèces réactives de 

l’oxygène (ERO), dont les principaux mécanismes de production sont présentés en figure 27.(Favier, 

2003) 

  

Figure 27. Origine des principales espèces réactives de l’oxygène impliqués en biologie. 
L'oxygène peut former, par des réductions à un électron, différents radicaux libres (encadrés en vert). D'autres espèces 
dérivées de l'oxygène dites espèces non radicalaires (encadrées en bleu) ne sont pas des radicaux libres, mais sont aussi 
réactives et peuvent être des précurseurs de radicaux. L'ensemble des radicaux libres et des espèces non radicalaires sont 
appelées espèces réactives de l'oxygène. Adapté de Favier (2003). 
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La source intracellulaire majoritaire d’ERO est la mitochondrie via l’activité de la chaîne 

respiratoire, au cours de la production d’énergie (ATP) par phosphorylation oxydative. Des ERO sont 

également produites en quantité moindre par le métabolisme cellulaire, dans le cytosol ou dans 

différents organites. C’est le cas par exemple au cours du trafic vésiculaire dans le réticulum 

endoplasmique ou par l’activité de complexes enzymatiques comme NOX, la NADPH (nicotinamide 

adénine dinucléotide phosphate) oxydase, située dans la membrane plasmique (Migdal and Serres, 

2011; Snezhkina et al., 2019). Hormis ces sources endogènes, de nombreux éléments sont capables 

d’induire la formation d’ERO, tels que les radiations ionisantes, le tabac et l’alcool, un excès de sport 

ou la sédentarité, des maladies métaboliques et l’inflammation, un manque de sommeil régulier et les 

polluants environnementaux (Carraro et al., 2018; Sharifi-Rad et al., 2020). 

2) Les ERO, des éléments indispensables  

Les espèces réactives de l’oxygène sont impliquées dans la signalisation et la régulation 

cellulaire et sont, de fait, nécessaires au bon fonctionnement de la cellule. C’est dans des ovocytes 

d’oursins qu’a été observée pour la première fois, une explosion respiratoire juste après la fécondation 

(Warburg 1908 – disponible uniquement en allemand). Il aura fallu près de 100 ans pour que Wong et 

al. comprennent le mécanisme sous-jacent : cette consommation accrue d’O2 provient de l’action 

d’une enzyme NOX afin de convertir l’O2 en H2O2, indispensable pour l’inhibition de la polyspermie et 

la régulation des premiers clivages zygotiques (Wong et al., 2004; Wong and Wessel, 2005). Cela a 

constitué une des premières preuves de l’implication des ERO dans des processus physiologiques.  

 

Les fonctions biologiques des ERO ont été ensuite détaillées : elles interviennent dans des voies 

de signalisation comme les voies NF-κB (nuclear factor-kappa B), MAPK (Mitogen-activated protein 

kinases), ou PI3K-AKT (PhosphoInositide 3-Kinase - protéine kinase B), dans lesquelles elles ont un rôle 

de transduction et d’amplification du signal par modulations de kinases, phosphatases ou facteurs de 

transcription (Dröge, 2002; Zhang et al., 2016). Les ERO ont alors un véritable rôle de second messager 

et l’on parle de signalisation redox. À l’échelle physiologique, les ERO permettent la régulation du 

tonus vasculaire, l’adhésion plaquettaire ou la défense microbienne (Dröge, 2002; Stasia, 2007). Les 

ERO ont également un rôle primordial dans le maintien, l’auto-renouvellement, la survie et surtout la 

différenciation de plusieurs populations de cellules souches, adultes comme fœtales (Nugud et al., 

2018; Sinenko et al., 2021). En effet, en fonction du métabolisme énergétique utilisé par les cellules, 

la quantité d’ERO produites sera différente et cela peut jouer un rôle dans leur différenciation. C’est le 

cas de la cellule germinale, dans laquelle on observe que la différenciation est accompagnée de 

plusieurs transitions métaboliques, alternant entre glycolyse anaérobie et phosphorylation oxydative, 
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indispensables entre autres pour la spécification des CGP, la différenciation des prospermatogonies et 

l’initiation méiotique (Du et al., 2021; Hayashi et al., 2017; Sainz de la Maza et al., 2017; Zhao et al., 

2018). En dehors de ces deux processus, les ERO sont importantes pour les cellules germinales : les 

niveaux d’ERO ont été associés à une migration correcte des CGP chez la drosophile, mais également 

à la formation des gonades ainsi qu’à leur maintien à l’état souche et leur différenciation (Syal et al., 

2020; Tan et al., 2017). Plus généralement, les ERO semblent impliquées, chez le mâle, dans la 

maturation des spermatozoïdes et en particulier la capacitation ainsi que dans la réaction acrosomique 

(Barati et al., 2020). Chez les femelles, la sélection d’un ovocyte dominant semble dépendre d’une 

légère augmentation de la quantité d’ERO intracellulaires (Agarwal et al., 2012). 

L’importance des ERO dans les processus biologiques n’est plus à démontrer. Cependant, 

comme évoqué dans le chapitre II, tout est une question d’équilibre au sein de chaque cellule. En 

fonction de la nature chimique de l’ERO, de son niveau et de son site de production, les réponses 

peuvent être multiples et hétérogènes et varier de manière très sensible. Ainsi, la production en excès 

d’ERO peut avoir un réel impact sur la fonctionnalité de la cellule et conduire à sa mort.  

3) Défauts de la balance oxydative 

Ainsi, afin de lutter contre un excès d’ERO, plusieurs mécanismes biologiques ont été mis en 

place. Le moyen de défense principal est un ensemble de composés regroupés sous le terme 

d’antioxydants, capables de s’adapter au taux de radicaux libres présents. On peut retrouver les 

antioxydants enzymatiques, capables de piéger et métaboliser de manière très efficace les ERO et qui 

sont spécifiques des différents types d’ERO telles que les superoxydes dismutases, la catalase, la 

gluthation peroxydase... Toutefois celles-ci ne sont présentent qu’à des concentrations relativement 

faibles dans la cellule. Les antioxydants non enzymatiques sont moins puissants mais très nombreux 

lorsqu’ils sont cumulés. On peut citer le glutathion (et son précurseur le N-acétylcystéine), les 

vitamines, les flavénoïdes, la mélatonine… (Genestra, 2007; Kumar et al., 2022) 

Ainsi, l’équilibre entre espèces réactives de l’oxygène et antioxydants est finement régulé :  on 

parle de balance oxydative ou homéostasie redox. Lorsque les ERO sont produits en excès ou que le 

système antioxydant est défaillant, c’est le stress oxydatif, qui peut engendrer de nombreux effets 

délétères pour la cellule et être ainsi associé à de multiples pathologies. Le stress oxydatif est 

majoritairement associé à des maladies chroniques et dégénératives (dont les maladies de Parkinson 

et d’Alzheimer), à des cancers ainsi qu’à un processus de vieillissement anticipé (Pham-Huy et al., 

2008). Il a également été impliqué dans l’étiologie de l’infertilité masculine et féminine (Agarwal et al., 

2012; Aitken, 2020; Barati et al., 2020). Les lésions induites par le stress oxydatif, appelées dommages 

oxydatifs, sont produits de manière stochastique et peuvent concerner différents composés cellulaires 
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: les protéines, les lipides, les carbohydrates et l’ADN lui-même, ce qui a un fort impact sur la 

prolifération et la survie cellulaire.  

Dans la suite de ce manuscrit, nous nous intéresserons particulièrement aux dommages 

oxydatifs de l’ADN, reconnus pour avoir un impact fort sur la fonctionnalité des cellules et même 

moduler l’expression génique, ce qui fait qu’ils sont considérés comme des marques épigénétiques. 

B) Lésions oxydatives de l’ADN et 8-oxoguanine 

1) L’oxydation de l’ADN 

L’apparition de dommages oxydatifs de l’ADN est un phénomène majeur, même en conditions 

physiologiques puisqu’il concerne plusieurs milliers de bases de l’ADN par jour, dans chacune de nos  

 1̴013 cellules (Lindahl and Barnes, 2000). Les lésions générées sont multiples (plus d’une centaine) et 

de natures très diverses en fonction de la cible de l’attaque radicalaire. On peut citer : les modifications 

de bases, la formation de sites abasiques, les pontages inter- ou intra-chromosomique, les cassures 

simples ou doubles brins de l’ADN et la formation d’adduits avec des protéines ou des dérivés 

lipidiques (Cooke et al., 2003; Ravanat et al., 2012)… 

Les réponses cellulaires à la présence de dommages oxydatifs peuvent être nombreuses et 

sont très variables en fonction de leur nombre et du type cellulaire concerné. La plupart du temps, les 

lésions oxydatives de l’ADN engendrent des perturbations de la transcription et de la maturation des 

ARN, des modifications de la chromatine, une déstabilisation du réplisome et des erreurs au cours de 

la réplication (insertion, délétion et transversions), le tout pouvant conduire à des altérations du cycle 

cellulaire et entraîner les cellules vers les voies de l’apoptose ou de la sénescence (Jackson and Bartek, 

2009; Nowsheen and Yang, 2012). Ainsi, les lésions oxydatives de l'ADN, dues à des processus 

métaboliques à l'intérieur de la cellule ou à des facteurs environnementaux, peuvent compromettre 

la capacité de la cellule à remplir ses fonctions physiologiques, ce qui la prédispose sensiblement à 

l'instabilité génomique et peut conduire, à l’échelle de l’individu, à de la tumorigenèse ou au 

développement de diverses pathologies humaines (Jackson and Bartek, 2009). 

Pour lutter contre les lésions oxydatives de l’ADN qui sont de vraies menaces pour la cellule, 

un ensemble de mécanismes efficaces et spécialisés, regroupés sous le terme DDR (DNA-damage 

response), est chargé de détecter et signaler ces dommages puis de coordonner leur réparation par le 

recrutement de multiples effecteurs. Les principales voies de réparation des dommages oxydatifs sont 

synthétisées dans la figure 28). (Tasaki et al., 2018) 
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2) La 8-oxoguanine 

Chacune des bases azotées de l’ADN (puriques comme pyrimidiques) peut être touchée par 

l’oxydation. De par son faible potentiel d’ionisation, la guanine présente une sensibilité particulière à 

l’oxydation, ce qui conduit à la formation d’un grand nombre de composés oxydés (Pratviel and 

Meunier, 2006). Le produit d'oxydation de la guanine le plus connu est la 7,8-dihydro-8-oxoguanine 

(aussi appelée 8-oxoguanine et abréviée 8OdG)(Figure 29A). Cette lésion oxydative est la plus étudiée 

pour plusieurs raisons : 1/ c’est la première à avoir été découverte dans l’ADN, lors de la caractérisation 

des molécules cancérigènes, puis associée au stress oxydatif. Depuis, elle est largement utilisée comme 

biomarqueur de l’oxydation (Ravanat et al., 2012); 2/ c’est un, si ce n’est le, produit d’oxydation de 

l’ADN le plus abondant, généré par tous les types d’ERO (Epe, 2002, 1996) ; 3/ elle présente une grande 

capacité à engendrer de la mutagenèse et des altérations fonctionnelles dans la cellule (détaillé dans 

la suite de ce manuscrit). La 8-oxoguanine peut être produite directement au niveau de l'ADN (8OdG) 

ou de l'ARN (appelée 8-hydroxyguanosine ou o8G), ainsi qu’au niveau des nucléotides libres (nommés 

8-oxo-7,8-dihydro-2′-deoxyguanosine ou 8-oxo-dGTP), incorporés au cours de la réplication ou de la 

transcription. On estime qu’environ 1 000 lésions de 8OdG peuvent être formées par cellule et par jour 

et jusqu’à 100 000 dans les cellules cancéreuses (Brégeon and Doetsch, 2011; Lindahl and Barnes, 

2000). (Nakabeppu, 2014) 

Figure 28. Les principales voies de réparation des dommages à l’ADN. 
Les lésions oxydatives de l’ADN sont une vraie menace pour la cellule. Un ensemble de mécanismes, regroupés sous le terme 
DDR (DNA damage response), est chargé de détecter et de réparer ces dommages. Sur ce schéma sont présentés lésions de 
l’ADN les plus fréquentes (en haut) et leurs voies de réparation majoritaires (en bas). D’après Tasaki et al. (2018). 
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Les lésions 8OdG peuvent être des évènements ponctuels et dispersés sur la chromatine : on 

parle de lésions simples ou isolées ; ou regroupées, sur deux ou plusieurs bases contigües, sur le même 

brin (lésions en tandem) ou sur des brins opposés, pouvant même être formées en cascade à partir 

d’un seul évènement radicalaire. La présence d’une 8OdG rend les bases de l'ADN avoisinantes plus 

sujettes à l'oxydation et représente un "point chaud" de dommages oxydatifs de l'ADN (Kim et al., 

2004; Koizume et al., 1998). Ainsi, dans la plupart des cas, l'un des dommages au sein d’une lésion 

complexe est une 8-oxoguanine, associée à d’autre types de lésions de l’ADN comme des cassures des 

brins de l’ADN ou des sites abasiques (Bourdat et al., 2000; Box et al., 2001). Ces lésions groupées et 

complexes ont un grand impact sur la structure et la dynamique d’ouverture de la chromatine. Cela 

peut notamment conduire, par induction d’une forte courbure, à la perte d’interaction entre la 8OdG 

et la base située sur le brin complémentaire, et peut affecter le taux et la fidélité de la réparation de 

l'ADN (Budworth et al., 2002; David-Cordonnier et al., 2001; Georgakilas et al., 2013; Goodhead, 1994; 

Madison et al., 2022; Zálešák et al., 2014). 

Il existe assez peu d’étude concernant la o8G, le produit d’oxydation de la guanine le plus 

rencontré au niveau de l’ARN, ce qui fait que ses fonctions et son mécanisme de réparation sont 

largement inconnus. Pourtant, l'ARN semble particulièrement réactif et susceptible à l'oxydation, 

notamment par sa structure, simple brin et dépourvue d’histones (Kong and Lin, 2010; Tanaka and 

Figure 29. Formation et appariement de la 8-oxoguanine. 
A) L’oxydation de la guanine par les espèces réactives de l’oxygène induisent la formation de la 8-oxoguanine et modification 
de sa propriété d'appariement des bases. B) La 8-oxoguanine s’apparie aussi bien avec une adénine dans sa conformation 
anti qu’avec une cytosine dans sa conformation syn. Adapté de Nakabeppu (2014). 
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Chock, 2021). Malgré son caractère transitoire, l'ARN est impliqué dans de nombreux processus 

biologiques, en particulier la transmission et la régulation de l'information génétique. Son oxydation 

peut conduire à divers dysfonctionnements, comme au cours de la traduction des ARNm, où une 

inhibition globale, des erreurs de fidélité ou des terminaisons prématurées ont été observées, 

aboutissant à des polypeptides aberrants ou manquants (Ding et al., 2004; Shan et al., 2007, 2003; 

Tanaka et al., 2007). Dans certaines conditions, l'ARN oxydé peut également agir sur plusieurs voies de 

signalisation, notamment celles de la réponse inflammatoire et de l'apoptose (Choi et al., 2007; Ding 

et al., 2007; Ishii et al., 2018; Tanaka and Chock, 2021).  

Autant au niveau de l’ADN que de l’ARN les produits d’oxydation de la guanine ont été associés 

à diverses pathologies, notamment liées au vieillissement, neurodégénératives ou cardiovasculaires, 

même si la causalité directe et les mécanismes sous-jacents restent parfois à élucider (Anene-Nzelu et 

al., 2022; Hahm et al., 2022; Kong and Lin, 2010; Nakabeppu et al., 2006; Nelson and Keller, 2007; 

Radak and Boldogh, 2010). Un des effets majoritaires de la 8OdG au niveau cellulaire se déroule au 

cours de la réplication, c’est ce que nous allons évoquer maintenant. 

3) La 8-oxoguanine en réplication 

 Il arrive que les lésions oxydatives de l’ADN soient produites pendant la phase S, ou qu’elles 

n’aient pas été réparées avant la réplication, en particulier dans des conditions de stress oxydatif. Des 

études structurales démontrent que la 8OdG isolée peut adopter deux conformations dans le site actif 

des ADN polymérases réplicatives : la conformation anti permet un appariement de base correct avec 

une cytosine ; dans sa conformation syn, la 8OdG présente une grande capacité à imiter 

fonctionnellement la thymine, ce qui aboutit à un appariement de Hoogsteen avec une adénine (Figure 

29B). Lors du cycle de réplication suivant, cette erreur d'appariement conduira à une transversion 

GC→TA (Cheng et al., 1992). Ainsi, la 8OdG est reconnue comme lésion mutagène, dont les 

transversions sont transmissibles à la descendance si elles surviennent dans la lignée germinale et qui 

peuvent conduire au développement de cancers ou de diverses pathologies (van den Boogaard et al., 

2021; Viel et al., 2017).  

Même si la 8OdG n’est pas considérée en soi comme une lésion bloquante pour la fourche 

réplicative, un ralentissement transitoire de la réplication juste après l’appariement d’une 8OdG a été 

observé, en particulier quand celle-ci est correctement couplée à une cytosine (Shibutani et al., 1991). 

Pourquier et al. ont, quant à eux, évoqué l’effet de la 8OdG sur un acteur important de la réplication 

(et de la transcription) : la topoisomérase 1 (TOP1). TOP1 est chargée de réaliser un clivage transitoire 

de l’ADN afin de relâcher et dérouler la chromatine, ce qui est strictement nécessaire pour assurer le 

bon déroulement de la réplication. La présence de 8OdG augmente l'affinité de TOP1 pour l'ADN et 



    
 

62 
 

 

favorise localement sa surcharge, induisant un clivage anormal et excessif des brins d'ADN (Pourquier 

et al., 1999). De même, la proximité et la multiplicité des dommages dans une région, dont des 8OdG, 

ou des sites abasiques, vont induire des changements de conformation de l’ADN, ce qui va bloquer la 

progression de la fourche de réplication. Que ce soit par l’augmentation de la liaison TOP1-ADN ou par 

la perturbation de la structure tridimensionnelle de la chromatine, le ralentissement voire l’arrêt de la 

fourche de réplication peut induire une cascade d’effets cytotoxiques, dont la formation de cassures 

doubles brins (CDB), des perturbations de la recombinaison homologue (mécanisme ubiquitaire de 

réparation des CDB), des arrêts du cycle cellulaire (liés à la présence de CDB) et de la mutagénèse, 

pouvant aboutir à la mise place du programme cellulaire d’apoptose (Coluzzi et al., 2019; Harper et al., 

2010; Sedletska et al., 2013).  

C) Mécanismes de défense et réparation contre la 8OdG  

Etant donné les nombreux effets délétères auxquels la 8OdG peut être associée, il existe 

plusieurs mécanismes afin de prévenir et/ou réparer son incorporation dans l’ADN.  

1) Le Base Excision Repair 

La voie de réparation préférentielle des lésions oxydatives de l’ADN isolées et peu volumineuses 

est la réparation par excision de base (Base Exicision Repair - BER). Cette voie, aussi capable de réparer 

les produits issus d’alkylation et de désamination de bases, se déroule en quatre grandes étapes 

(Figure 30) (Caldecott, 2020; Lee and Kang, 2019) : 

- L’initiation de la réparation se fait par une ADN glycosylase, chargée de repérer la lésion et 

de l’exciser.  

- Le site abasique ainsi formé sera reconnu par l’endonucléase apurinique/apyrimidique 1 

(APE1) qui se fixe pour former une extrémité 3’-OH.  

- L’ADN polymérase β (POLβ) s’appuiera sur cette extrémité pour intégrer une nouvelle base 

non endommagée.  

- Le tout sera ligaturé par l’ensemble ADN ligase III / XRCC1 (Scaffold Protein X-Ray Repair 

Cros Complementing 1) 

(Hoeijmakers, 2001)  
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Figure 30. La réparation par excision de base (voie de synthèse courte). 
Les dommages à l’ADN sont reconnus et excisés par des ADN glycosylases spécifiques ce qui laisse place à un site abasique. 
Le site abasique peut également être induit directement par hydrolyse spontanée. APE1 est chargé de se fixer au site 
abasique afin de former une extrémité 3’-OH permettant à l’ADN polymérase β de synthétiser une nouvelle base non 
endommagée. Le tout sera ligaturé par l’ADN ligase III. L’ADN est de nouveau indemne. D’après Hoeijmakers (2001). 
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Au nombre de onze chez les mammifères, les ADN glycosylases sont des enzymes spécifiques 

de leur substrat (Jacobs and Schär, 2012). On peut citer, la thymine DNA glycosylase (TDG), chargée 

d’éliminer la 5fC et la 5caC, produits issus de la déméthylation de la 5mC, alors que la 8OdG sera prise 

en charge par la 8-oxoguanine DNA glycosylase 1 (OGG1). L’invalidation génétique d’une ADN 

glycosylase chez la souris entraine généralement un phénotype assez modéré (à l’exception de la TDG) 

contrairement à l’invalidation des gènes codants pour APE1, POLβ ou l'ADN ligase 3, responsables de 

létalité embryonnaire (Cortellino et al., 2011; Klungland et al., 1999; Puebla-Osorio et al., 2006).  

Deux équipes, celles de Klungland et de Minova, ont produit, à la fin des années 1990, un 

modèle de souris déficientes pour Ogg1 (Klungland et al., 1999; Minowa et al., 2000). Celles-ci sont 

totalement viables et fertiles et ne présentent aucun phénotype visible. Toutefois, en l’absence de 

réparation, ces animaux présentent une augmentation du nombre de 8OdG dans leur génome, 

particulièrement dans le foie, de 2 à 5 fois supérieure à celle retrouvée chez les individus contrôles. 

Les souris Ogg1-/- ne présentent qu'un taux de mutation spontanée modérément élevé (2 à 3 fois) et 

ne développent pas de tumeur (Klungland et al., 1999; Minowa et al., 2000; Osterod et al., 2001). En 

revanche, ces animaux présentent une sensibilité exacerbée en cas de stress : des dysfonctionnements 

métaboliques sont observés chez les souris Ogg1-/- exposées à une alimentation riche en graisses, 

conduisant à une obésité et aux pathologies associées (Sampath et al., 2012); de même, une irradiation 

aux ondes ultra-violet de type B (UVB) ou une exposition à différentes substances génotoxiques induit, 

chez ces souris, une carcinogenèse accrue, dont les principaux organes touchés sont le foie, les 

poumons et les systèmes digestifs et urinaires (Kakehashi et al., 2017; Kunisada et al., 2005). Chez 

l’Homme, même si cela reste sujet à controverse, plusieurs études cas-contrôles rapportent que 

certains polymorphismes du gène OGG1 ainsi qu’une activité réduite de la protéine OGG1 pourrait 

induire une susceptibilité accrue de développer divers cancers (oral, colorectal, de la prostate ou du 

poumon notamment) (Geng et al., 2014; Ghelmani et al., 2021; Ishida et al., 1999; Paz-Elizur et al., 

2003; Sugimura et al., 1999; Tata et al., 2022; H. Xu et al., 2022). 
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2) Les autres mécanismes  

En dehors du BER, initié par OGG1, il existe deux autres mécanismes principaux permettant 

d’échapper à la présence de guanines oxydées dans le génome (Paz-Elizur et al., 2003). 

Tout d’abord, on peut citer l’enzyme MutT homologue 1 (MTH1), impliquée dans la 

prévention de l’incorporation, en cours de synthèse, de la guanine libre oxydée 8-oxo-dGTP. Pour cela, 

MTH1 est chargée d’hydrolyser la 8-oxo-dGTP en 8-oxo-dGMP, la rendant inutilisable par l’ADN 

polymérase (Nakabeppu, 2001) (Figure 31). 

D’autre part, comme expliqué précédemment, la 8OdG peut être malencontreusement 

appariée avec une adénine au moment de la réplication. Il existe alors un mécanisme dit « de 

relecture », comportant deux aspects : d’un côté, l’ADN glycosylase MutY homologue (MUTYH) est 

chargée de retirer l’adénine mésappariée en face d’une 8OdG (Banda et al., 2017). Cela laissera place 

à un site abasique, pris en charge par le BER (avec l’action de l’ADN polymérase λ cette fois) afin 

d’apposer une cytosine face à la 8OdG, celle-ci pouvant alors être reconnue et excisée par OGG1. De 

l’autre, lorsqu’une 8-oxo-dGTP est incorporée face à une adénine au cours de la réplication, l'activité 

du mismatch repair (MMR) permet de restaurer la paire de bases T:A d'origine (Colussi et al., 2002) 

(Figure 31). Ces deux mécanismes sont interconnectés puisqu’une des protéines du MMR, la MutS 

Homologue 6 (MSH6), est capable d’interagir physiquement avec MUTYH afin de promouvoir son 

activité (Gu et al., 2002). (Paz-Elizur et al., 2008) 

 

 

 

 

Figure 31. Les principaux mécanismes de réparation de la 8-oxoguanine. 
La prévention implique l'hydrolyse de la 8-oxo-dGTP catalysée par MTH1 afin d'empêcher son incorporation dans l'ADN par 
les ADN polymérases. La réparation nécessite la réparation par excision de bases (BER) initiée par OGG1 afin de ré-apposer 
une guanine non oxydée face à la cytosine. La relecture opère sur le mésappariement 8-oxoG:A. Lorsque l’adénine se trouve 
dans le brin d'ADN nouvellement synthétisé, il est éliminé par MUTYH, ce qui permet la formation d'une paire 8-oxoG:C prise 
en charge OGG1. Lorsque l’adénine se trouve dans le brin matrice, le 8-oxoG peut être éliminé par le mismatch repair (MMR). 
Adapté de Paz-Elizur et al. (2008) 
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Chez la souris, l’invalidation conjointe d’Ogg1 et de Mutyh, comme la triple déficience d’OGG1, 

MUTYH et MTH1, engendre une accumulation majeure de 8OdG au niveau de l’ADN dont découle une 

exacerbation de la mutagenèse, y compris dans la lignée germinale, et l’apparition de multiples cancers 

chez plus de la moitié des souris (Ohno et al., 2014; Russo et al., 2004; Xie et al., 2004). Cela réduit 

considérablement la durée de vie de ces animaux puisque plus de la moitié des souris meurent avant 

leurs 10 mois. Ces expériences insistent donc sur le rôle majeur des lésions oxydatives de type 8OdG 

comme des facteurs mutagènes et tumorigéniques et mettent en avant la fonction primordiale des 

trois principales voies de réparation : OGG1, MUTYH et MTH1.  

D’autres mécanismes de soutien, largement minoritaires, sont capables de prendre en charge la 

8OdG : 

- Dans le cadre de lésions complexes, la 8OdG peut être prise en charge par le mécanisme de 

réparation par excision de nucléotides (Nucleotide Excision Repair – NER) (Reardon et al., 1997) 

- Deux autres glycosylases, les nei endonuclease VIII-like 1 et 3 (respectivement NEIL1 et NEIL3), 

sont capables d’exciser la 8OdG au niveaux de structures secondaires particulières de l’ADN 

simple brin, où OGG1 est particulièrement peu efficace. C’est le cas au niveau des télomères, 

lorsque la 8OdG est incluse dans un repliement tridimensionnel de la chromatine appelé G-

quadruplex, ou à proximité de l'extrémité 3′ d'une cassure simple brin (Ferino and Xodo, 2021; 

Parsons et al., 2005; Zhou et al., 2013). 

Même si la majorité est assuré par OGG1, on observe donc une redondance des activités de 

réparation des lésions oxydatives de type 8OdG, ce qui souligne le fait que la présence de 8OdG est 

vraiment délétère pour la cellule et peut avoir des impacts physiologiques conséquents. 

D) La 8OdG et OGG1, des rôles épigénétiques 

Outre son effet mutagène, la 8OdG est reconnue comme marque épigénétique à part entière. 

En effet, sa présence et sa réparation peuvent agir de manière directe et indirecte sur la transcription. 

Des études par séquençage ont permis de révéler que : 1/ 72% des promoteurs de gènes chez l’humain 

sont des séquences à haute teneur en GC ; 2/ la répartition de la 8OdG le long du génome est non 

aléatoire puisqu’une accumulation de 8OdG est observée dans les régions régulatrices de gènes telles 

que les promoteurs ou les enhancers (Amente et al., 2019; An et al., 2021; Ding et al., 2017; Poetsch 

et al., 2018; Wu et al., 2018).  

Comme au cours de la réplication, une 8OdG présente dans la séquence codante peut être mal 

reconnue par les ARN polymérases lors de la transcription. Brégeon et al. ont montré, dans la bactérie 

Escherichia coli, qu’en face de la 8OdG pouvait aussi bien être ajoutée une cytosine (mécanisme 

normal) qu’une adénine, ce qui induit une transversion C => A dans l’ARNm. De même, l’ARN 
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polymérase peut simplement glisser sans incorporer de base, ce qui induit une délétion d’un 

nucléotide (Brégeon et al., 2003). Ceci a été confirmé chez les mammifères : on parle de mutations 

transcriptionnelles, ce qui peut conduire à la traduction de protéines erronées ou à des erreurs au 

cours de l’épissage étant donné que les motifs d’épissage alternatif les plus conservés comportent des 

guanines (Brégeon et al., 2009; Marietta and Brooks, 2007; Paredes et al., 2017). Les mutations 

génomiques et transcriptionnelles dues à une 8OdG ont été associées à des modifications 

phénotypiques au niveau cellulaire, et, de manière globale, à de la tumorigenèse et de la 

dégénérescence neuronale (Basu et al., 2015; Brégeon and Doetsch, 2011; Saxowsky et al., 2008). Par 

ailleurs, les ARN polymérases semblent capables de détecter les lésions 8OdG au cours de la 

transcription et d’initier leur réparation couplée à la transcription (TCR - transcription coupled repair) 

(Guo et al., 2013; Le Page et al., 2000b, 2000a). Ce processus semble nécessiter l’action d’OGG1, en 

particulier pour la réparation du brin non transcrit et nous laisse penser qu’un contrôle coordonné de 

la transcription et de la réparation de l'ADN est indispensable pour préserver l’identité et les fonctions 

cellulaires. 

D’autre part, il est intéressant de constater qu’un grand nombre de séquences régulatrices et 

promotrices de la transcription sont riches en guanines et, par ce biais, sensibles à l’oxydation. Ramon 

et al. ont évoqué, dès 1999, l’inhibition de la transcription par la présence de 8OdG au niveau des 

séquences régulatrices des gènes (Ramon et al., 1999). Ils se sont intéressés à un facteur de 

transcription, la specificity protein 1 (SP1), capable de se fixer à un domaine riche en guanine, appelé 

GC-box (5'-GGGGCG-GGG-3'), présent dans les promoteurs de divers gènes cellulaires et viraux. Ils ont 

étudié, in vitro, par une expérience de retard sur gel (electrophoretic mobility shift assay – EMSA), la 

fixation de Sp1 à différents oligonucléotides de synthèse dans lesquels une des guanines de la GC-box 

a été substituée par une 8OdG. Ils ont observé une diminution de 70 à 95% de la fixation de Sp1 par 

rapport à l’oligonucléotide contrôle, ce pourcentage variant en fonction de la position de la guanine 

oxydée sur l’oligonucléotide. D’autres études ont par la suite confirmé que la présence d’une 8OdG ou 

d’un de ses intermédiaires de réparation, notamment les sites abasiques, même sur le brin non 

transcrit, peuvent déréguler, de manière passive, la fixation des éléments régulateurs et, de ce fait, 

inhiber la transcription (Allgayer et al., 2016; Lu et al., 2004; Mk et al., 2003; S. P. G. Moore et al., 2013). 

A l’inverse, la 8OdG peut également avoir un rôle activateur sur la transcription via le recrutement de 

ses protéines de réparation (OGG1 et APE1 principalement), notamment dans des régions fermées et 

donc répressives de la chromatine. Le gène Vegf (Vascular endothelial growth factor) et le gène Sirt1 

(Sirtuin Type 1) sont, par exemple, concernés, dans des contextes de stress oxydatif (Antoniali et al., 

2014; Pastukh et al., 2015). Des évènements similaires se déroulent au niveau des promoteurs des 

gènes cibles du facteur de transcription NF-kB : la fixation d’OGG1 induit des changements 
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architecturaux de la chromatine qui favorisent la présence de NF-kB au niveau de l’ADN et le 

recrutement ciblé de la machinerie transcriptionnelle (Ba et al., 2014; Pan et al., 2016). Toutefois, 

comme le démontrent Hailer-Morrison et al., les effets sur la transcription d’un gène peuvent être 

contraires en fonction de la position de la guanine oxydée dans le site de reconnaissance (Mk et al., 

2003).  

 Plusieurs équipes se sont intéressées à l’impact de la 8OdG sur la méthylation de l’ADN. Les 

équipes de Turk, Weitzman et Maltseva ont tour à tour démontré l’inhibition de la liaison des DNMT à 

l’ADN simplement par la présence d’une 8OdG au niveau des îlots CpG (mécanisme passif) (Maltseva 

et al., 2009; Turk et al., 1995; Weitzman et al., 1994). Gruber et al. ont, quant à eux, montré que la 

formation de duplex CpG (5mC et 8oxoG) pouvait accélérer la reconnaissance des cytosines méthylées 

et favoriser leur déméthylation, induisant potentiellement l’expression génique (Gruber et al., 2018).  

De plus, lorsqu’une méthylation a été apposée au niveau des cytosines, un mécanisme de 

condensation de la chromatine peut se mettre en place afin de verrouiller la répression 

transcriptionnelle. Celui-ci met en jeu une collaboration entre méthylation de l’ADN et méthylation 

des histones et est initié par la fixation de protéines, les methyl-CpG binding proteins (MBP), aux 

cytosines méthylées. Valinluck et al. ont montré que la présence d’une guanine oxydée (ou d’une 

5hmC), aux alentours des cytosines méthylées, diminue considérablement l’affinité d’une MBP, la 

MeCP2 (methyl-CpG binding protein 2), pouvant potentiellement ainsi aboutir à une levée de la 

répression transcriptionnelle (Valinluck et al., 2004). A contrario, O’Hagan et al. ont observé que la 

survenue de 8OdG, ou sa réparation par la voie du BER, induisait le recrutement d’un complexe 

protéique de silencing transcriptionnel de la chromatine, chargé d’hyperméthyler la région et d’ôter 

les marques d’histones activatrices afin de réprimer localement l’expression transcriptionnelle 

(O’Hagan et al., 2011).  

Les processus de réparation de la 8OdG, particulièrement OGG1, semblent également 

impliqués dans ces processus : d’après Zhou et al., OGG1 est capable d’interagir et de recruter TET1, 

une des principales enzymes de déméthylation de l’ADN. Ils associent ce processus à une 

déméthylation globale de l’ADN observée suite à un stress oxydatif (X. Zhou et al., 2016). Le lien entre 

TET et 8OdG semble en réalité réciproque puisque la déméthylation de l’ADN au niveau des îlots CpG 

induit la production d’ERO, pouvant aboutir à une oxydation locale de l’ADN et donc à la production 

de 8OdG. Sengupta et al. proposent d’ailleurs que l’activation de certains gènes serait ainsi 

dépendante de la production de dommages oxydatifs au niveau de l’ADN (Sengupta et al., 2020). Cette 

équipe a également observé la formation de complexes multi-protéiques associant protéines du BER 

(en particulier les glycosylases NEIL) et déméthylases, ce qui semble corroborer leur hypothèse et 

insiste, dans tous les cas, sur l’étroitesse des liens entre réparation des dommages oxydatifs et 
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méthylation. A l’inverse, en cas de stress oxydatif, Xia et al. ont constaté que la présence d’OGG1 au 

niveau d’une 8OdG peut également induire le recrutement de l’hélicase CDH4 (chromodomain helicase 

DNA-binding protein 4) responsable de la mobilisation de protéines répressives dont les trois DNMT. 

Ils observent ainsi l’apposition locale d’une méthylation de novo de l’ADN et la répression 

transcriptionnelle de gènes suppresseurs de tumeurs (Xia et al., 2017). Ceci pourrait permettre 

notamment d’éliminer les cellules présentant une grande quantité de 8OdG, mais pourrait aussi être 

associé à la survenue de cancers.  

 Evidemment, l’impact de la 8OdG ne se limite pas à la méthylation de l’ADN mais concerne 

aussi la méthylation des histones. Un des exemples les plus courant est l’enzyme LSD1 (lysine-specific 

demethylase 1), capable de déméthyler les lysines 4 et 9 de l’histone H3. Différentes équipes ont 

corrélé des quantités élevées de 8OdG au niveau de séquences promotrices au recrutement de LSD1, 

qui par son action sur les queues des histones, aboutissait ainsi à une augmentation de la transcription. 

Ceci concerne divers facteurs de transcription dont Myc et les récepteurs aux œstrogènes (Amente et 

al., 2010; Perillo et al., 2008). Comme pour les TET, ces deux équipes ont observé que la déméthylation 

par LSD1 entrainait une augmentation des ERO, puis successivement, la formation de 8OdG, la fixation 

d’OGG1, le recrutement de la topoisomérase II β et qui, in fine, favoriserait localement la transcription. 

Outre cela, la 8OdG est capable de moduler la transcription par l’intermédiaire de structures 

tridimensionnelles particulières, les G-quadruplex (G4). Ceux-ci sont formés dans les régions 

promotrices des gènes à partir de séquences riches en guanines (PQS – potential quadruplex-forming 

sequences, au moins quatre séries de guanines à proximité les uns des autres avec au moins trois 

guanines par séries) (Figure 32). L'incorporation d’une 8OdG dans une séquence PQS induit le 

recrutement d’OGG1 et la création d’un site abasique au niveau du promoteur : cela déplace l'équilibre 

du brin et conduit à la formation d’une structure G4 (Fleming et al., 2017; Roychoudhury et al., 2020). 

Dans la majorité des cas, les G4 agissent comme des centres recruteurs de différents facteurs de 

transcription, directement ou via la liaison d’APE1, ce qui induira finalement l'expression du gène 

(Cogoi et al., 2018; Fleming et al., 2019, 2017; Scj et al., 2019; Spiegel et al., 2021). La stabilisation des 

G4 a, quant-à-elle, été associée à la répression de gènes, notamment au niveau d’oncogènes (Cogoi et 

al., 2014; Membrino et al., 2011; Omaga et al., 2018; Palumbo et al., 2008). En parallèle, la survenue 

d’un 8OdG au niveau d’un G4 peut impacter sa stabilité et donc l’expression du gène concerné. Cogoi 

et al. ont observé une dissolution de G4 au niveau du promoteur du gène KRAS (Kirsten rat sarcoma 

viral oncogene homolog) suite à l’apparition d’une 8OdG afin de favoriser sa réparation (Cogoi et al., 

2018). A l’inverse, Bielskutė et al. observent que la formation d’un 8OdG peut engendrer une 

stabilisation exacerbée de la structure G4 dans certaines régions promotrices, comme pour le gène 

BCL2 (B-cell lymphoma 2) (Bielskutė et al., 2021). Même si les données peuvent être contradictoires, 
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les G4 semblent jouer un rôle clé puisque certaines régions possèdent une cinquième série de guanine 

en amont ou en aval de leur PQS afin de permettre la réparation de dommages à l’ADN sans perdre 

leur G4 et la régulation génique associée (Fleming et al., 2015). Enfin, la présence de G4 peut 

également influencer la méthylation de l’ADN et des histones : Mao et al. ont montré que DNMT1 

présente une affinité de liaison plus élevée pour les G4 que l’ADN double ou simple brin environnant 

et qu’à l’inverse, les G4 sont capables d’inhiber l’activité enzymatique de DNMT1. Ils proposent donc 

que DNMT1 se lie sur un G4 nouvellement formé et s’y retrouve séquestré, inhibant la méthylation de 

l’ADN localement (Mao et al., 2018). De manière similaire, Fee et Kennedy observent, in vitro, une très 

haute affinité de DNMT3A et 3B pour les G4 (Cree et al., 2016). Ainsi, les G4 sont impliqués dans divers 

processus biologiques, dont la différenciation cellulaire, comme cela a été récemment mis en évidence 

par l’équipe de Zyner, grâce à des approches in vitro sur des cellules souches embryonnaires humaines 

(Zyner et al., 2022). Ils montrent notamment que la stabilisation des G4 à l’aide d’outils chimiques 

retarde la différenciation des cellules souches. En outre, les G4 peuvent aussi être impliqués dans la 

réponse au stress oxydatif : en cas de stress oxydatif, l’oxydation des guanines au niveau des 

promoteurs induit la formation de G4 et favorise la transcription, en l’occurrence des gènes de 

réparation de l’ADN. Il existerait donc une boucle de rétroaction entre création et réparation des 

dommages, par l’intermédiaire des G4, afin de limiter les effets délétères induits par l’oxydation sur 

l’ADN (Fleming et al., 2018; Fleming and Burrows, 2020; Zhu et al., 2018). Chez l’humain, les 

promoteurs de gènes de réparation de l’ADN abritent d’ailleurs deux fois plus de séquences PQS que 

les autres gènes (Fleming et al., 2018).  

 

 

Figure 32. Les G-quadruplexes. 
Certaines séquences riches en G peuvent adopter un repliement particulier appelé G-quadruplex. A) Séquence 
consensus PQS (potential quadruplex-forming sequence) composée d’au moins quatre séries de guanines (G) à 
proximité les unes des autres avec au moins trois G par séries. Une cinquième série de G peut être présente sur le côté 
5` ou 3` de la séquence principale. B) Cette séquence particulière permet à une guanine de chaque série de se joindre 
afin de former une tétrade de G. C) Représentation graphique de G-quadruplex dans leur conformation parallèle ou 
anti-parallèle. D’après Fleming et Burrows (2020). 
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Ainsi, que ce soit de manière directe ou indirecte, la 8OdG et ses intermédiaires de réparation 

peuvent altérer la fidélité de la transcription et conduire, par de multiples processus, à des 

modifications de l’expression transcriptionnelle des gènes. De manière globale, cette marque 

épigénétique est plutôt associée à une activation de la transcription mais les effets rapportés peuvent 

être contraires car ils dépendent de la quantité de dommages oxydatifs, de la séquence d’ADN 

concernée par l’oxydation et des contextes génomiques et cellulaires généraux.  

  En conclusion, le métabolisme de l’oxygène induit la production d’espèces réactives de 

l’oxygène, indispensables pour le bon fonctionnement de nos cellules. Toutefois, un 

dysfonctionnement endogène ou diverses substances exogènes sont capables d’induire un 

déséquilibre de la balance ERO/antioxydants : c’est le stress oxydatif. La présence en grande quantité 

d’ERO induit des altérations de différents composants cellulaires dont l’ADN. La lésion oxydative 

majeure au niveau de l’ADN est la 8OdG, capable d’induire de nombreux effets au sein de nos cellules, 

(résumés en figure 33) et reconnue comme marque épigénétique à part entière (Fleming and Burrows, 

2017; Seifermann and Epe, 2017). Pour contrer ces effets, plusieurs mécanismes de prévention ou de 

réparation existent, dont le principal est initié par une glycosylase clef, OGG1. Toutefois, l’impact d’une 

grande quantité de lésions oxydatives de l’ADN de type 8OdG sur la différenciation des cellules 

germinales et la reproduction reste un mystère à élucider. 

  

Figure 33. Schéma récapitulatif des différents effets de la 8-oxoguanine dans la cellule. 
La 8OdG peut avoir différents impacts au niveau cellulaire, au niveau de la réplication, mais surtout au niveau de la 
transcription, de manière directe ou indirecte (méthylation de l’ADN, marques des histones, G-quadruplex), chacune des 
voies impactées étant représentée par une branche épaisse. Les branches fines permettent de préciser le mécanisme. Les 
symboles encerclés décrivent l’effet sur la transcription : + pour activation, - pour inhibition. 
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E) Un moyen d’étude : le KBrO3 

Etant donné le nombre et l’importance des effets induits par la 8OdG, de nombreuses équipes 

de recherche s’y sont intéressées. L’étude des souris déficientes pour Ogg1 a permis d’apporter un 

certain nombre d’éléments de réponses. Toutefois, comme évoqué précédemment, la quantité de 

dommages produits par cette invalidation génique demeure marginale et les effets, notamment en 

terme de mutagenèse, restreints. Afin d’obtenir davantage d’informations, il était nécessaire de 

promouvoir le stress oxydatif chez ces souris. Un des produits les plus adaptés et, de fait, le plus utilisé, 

est le bromate de potassium (KBrO3). Initialement utilisé en boulangerie comme agent de maturation 

de la farine, cet agent oxydant est toxique à très haute dose. Kurokawa et al. ont évalué la dose létale 

50 (DL50) chez la souris, le rat et le hamster. Malgré de légères variations selon l’espèce ou le sexe, ils 

ont défini la DL50 entre 300 à 500 milligrammes de KBrO3 par kilogrammes de poids corporel. En 

répétant l’expérience avec une autre espèce de rats, ils ont abaissé cette limite entre 150 et 180 mg/kg 

(Kurokawa et al., 1990). 

Une des caractéristiques principales du KBrO3 est qu’il permet de générer des radicaux 

d'oxygène au niveau de l’ADN sans formation d'adduits ou de cassures de brins. Plusieurs études ont 

montré que les animaux traités avec du KBrO3 accumulent des lésions oxydatives de type 8OdG (Kasai 

et al., 1987; Sai et al., 1992; Speit et al., 1999; Umemura et al., 2006). Avec une exposition longue ou 

à fortes doses, des cancers du foie, des reins ou des poumons ont été observés (DeAngelo et al., 1998; 

Kasai et al., 1987; Kurokawa et al., 1990, 1983; Wolf et al., 1998).  

Deux équipes se sont intéressées à l’impact conjoint de la déficience d’OGG1 et de l’exposition 

au KBrO3 chez la souris. Arai et al. ont administré du KBrO3 à une dose de 2g/L dilué dans l’eau de 

boisson pendant 12 semaines à des souris Ogg1+/+ et Ogg1-/- (Arai et al., 2003, 2002). Ils ont observé 

une augmentation d’environ 70 fois du nombre de 8OdG dans les reins des souris Ogg1-/-  par rapport 

au souris Ogg1+/+ ayant reçu le même traitement, sans diminution de la quantité de 8OdG 4 semaines 

après l’arrêt de l’exposition. Le taux de mutagenèse dans l’ADN rénal était également accru, entrainant 

majoritairement des transversions CG=>TA. Dans le foie, ils ont observé une multiplication du nombre 

de 8OdG par 26, et une augmentation de la fréquence d’apparition des mutations mais cela n’a pas 

altéré la capacité de régénération hépatique après hépatectomie partielle. Quelques années après, la 

même équipe a exposé les mêmes souris, invalidées ou non pour Ogg1, à du KBrO3 concentré à une 

dose de 2g/L pendant 18 semaines puis à 1g/L pendant 11 semaines supplémentaires puis ils ont 

attendu 23 semaines avant d’euthanasier les animaux (Arai et al., 2006). Ainsi, après 29 semaines de 

traitement, la quantité de 8OdG dans le rein a été multipliée par 250 chez les souris Ogg1-/- par rapport 

aux souris témoins (Ogg1+/+ avec ou sans traitement), alors qu’elle n’a été multipliée que par 15 chez 

les souris Ogg1-/- non exposées. En dehors d’une légère diminution du poids corporel et de quelques 



    
 

73 
 

 

dysfonctionnements rénaux, ils n’ont observé aucune tumeur ou prémices de lésions précancéreuses. 

Enfin, Jałoszyński et al. ont exposé des femelles âgées de 8 à 10 semaines à du KBrO3 dilué à 2g/L dans 

l’eau de boisson pendant 4 jours (Jałoszyński et al., 2007). Comme l’équipe d’Arai, ils observent une 

augmentation de la quantité de 8OdG au niveau foie (x3) et du rein (x6) chez les souris Ogg1-/- par 

rapport aux souris Ogg1-/- non exposées et se sont intéressés au rôle du facteur de transcription NRF2 

(nuclear factor erythroid 2-related factor 2) dans la néphrotoxicité après exposition au KBrO3. 

Globalement, la visée première de ces recherches étant l’étude de la génotoxicité induite par le KBrO3, 

ces équipes se sont concentrées sur deux organes particulièrement sensibles aux dommages oxydatifs, 

le foie et le rein. De plus, ils ont exposé des souris adultes, pendant des temps parfois longs et à des 

doses modérément élevées. L’utilisation conjointe de l’invalidation d’Ogg1 et de l’utilisation du KBrO3 

semble un bon modèle pour induire une nette augmentation du nombre de 8OdG, même avec une 

courte exposition.   



    
 

74 
 

 

Objectifs 

Chez les mammifères, la reproduction sexuée repose sur la formation de gamètes haploïdes et 

de bonne qualité. La différenciation germinale, et particulièrement la méiose, sont des processus 

complexes et finement régulés, et des altérations survenant précocement, en vie fœtale ou néonatale, 

pourront induire des défauts de fertilité chez l’adulte. Depuis 25 ans, mon laboratoire s’intéresse à 

l’étude des mécanismes fondamentaux contrôlant le développement des cellules germinales et à leur 

altération par les perturbateurs endocriniens. Dans le cadre de ce travail de thèse, nous avons souhaité 

comprendre l’impact des polluants environnementaux à caractère pro-oxydant sur la différenciation 

germinale, chez le mâle et chez la femelle, et étudier les mécanismes sous-jacents. 

Parmi les perturbateurs endocriniens, les nombreux impacts du BPA sur la fertilité, notamment 

chez la femelle, sont aujourd’hui bien caractérisés. En revanche, les effets de ses analogues 

structuraux, composés qui ont fleuri dans le monde industriel à la suite de la réglementation relative 

au BPA, sont très peu décrits. Pourtant leur utilisation, et par conséquent notre exposition, ne fait 

qu’augmenter. Une étude pilote menée il y a plusieurs années au laboratoire a permis d’évaluer la 

toxicité de différents bisphénols grâce à un modèle en culture organotypique d’ovaires fœtaux de 

souris (étude non publiée, projet GONABIS). Parmi six bisphénols, le BADGE et le BPAF étaient ceux qui 

impactaient le plus le nombre total de cellules germinales après six jours de culture in vitro. Dans ce 

contexte, le premier objectif de ma thèse a été de caractériser l’impact d’une exposition fœtale au 

BADGE et au BPAF sur l’ovogenèse et la folliculogenèse chez la souris. Ces travaux, présentés en 

partie I, ont été initiés et réalisés en grande partie par le Dr. Abdallah. Au-delà de la description 

phénotypique et de la comparaison avec le BPA, nous souhaitions comprendre si un mécanisme 

d’action commun aux bisphénols existait et nous avons proposé l’implication des dommages oxydatifs 

de l’ADN. Pour cela, j’ai caractérisé la méiose fœtale et la folliculogenèse chez les souris déficientes 

pour OGG1, la principale glycosylase qui reconnaît et répare la 8OdG. 

Dans un second temps, compte tenu de l’effet pro-oxydant de la majorité des polluants 

environnementaux et des effets des lésions oxydatives de l’ADN que nous avons constatés pour la 

fertilité femelle, le second objectif de ma thèse était d’évaluer l’impact sur la fertilité de la survenue 

de lésions oxydatives de l’ADN de type 8OdG à deux moments clés de la différenciation germinale 

mâle. Ces résultats, présentés en partie II, sont synthétisés sous forme d’un article scientifique et 

seront prochainement soumis à un journal scientifique. 
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En parallèle de ces études menées chez la souris, un modèle innovant mis au point au 

laboratoire nous permet d’étudier l’impact d’une exposition à diverses substances sur la 

différenciation germinale fœtale humaine et la formation de cancer testiculaire germinal. Pour se faire, 

les gonades sont collectées sur des fœtus humains âgés de 8 à 11 semaines de grossesse, issus 

d’interruptions volontaires de grossesse après consentement maternel (collaboration avec l’hôpital 

Antoine Béclère), puis sont greffés dans le dos de deux souris athymiques. Ainsi, nous pouvons exposer 

les gonades fœtales humaines à un composé donné et à son solvant pendant plusieurs semaines. Grâce 

à ce procédé, des études menées dans le laboratoire ont évalué l’impact de différents bisphénols et 

phtalates sur la différenciation fœtale humaine. Une partie de ces résultats seront présentés en 

discussion et dans l’article en annexe. Dans le cadre de ma thèse, j’ai initié l’exposition de testicules 

fœtaux humains à un pro-oxydant, le bromate de potassium. Ainsi, un objectif complémentaire de ma 

thèse a été d’évaluer les effets des dommages oxydatifs de l’ADN sur le testicule fœtal humain. Les 

résultats préliminaires de cette étude sont présentés en partie III. 
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Résultats 

Partie I – L'exposition fœtale aux bisphénols BADGE et BPAF altère la méiose 

par l'oxydation de l'ADN dans les ovaires de souris 

L'augmentation de l'incidence des problèmes de fertilité dans la population humaine est une 

préoccupation majeure dans notre société. Une des étapes critiques de la gamétogenèse est la méiose, 

et particulièrement la prophase I de méiose, au cours de laquelle les chromosomes homologues 

s’apparient et échangent de manière réciproque du matériel génétique via la formation des crossing-

over. Le déroulement correct de la prophase I méiotique, et notamment l’existence de ces liens 

physiques au sein de chaque paire d’homologues, est un prérequis à la bonne ségrégation des 

chromosomes homologues en métaphase I et à la formation de gamètes euploïdes. Chez la femelle, la 

méiose débute pendant la vie fœtale puis les ovocytes sont arrêtés au stade diplotène aux alentours 

de la naissance, ce qui fait du développement embryonnaire une période de grande sensibilité.   

De nombreux polluants environnementaux sont connus pour entrainer des altérations de la 

prophase I de méiose, dont certains ayant une capacité de perturbation endocrine. Un des composés 

les plus étudiés est le Bisphénol A (BPA), reconnu comme pouvant altérer la folliculogenèse et la 

prophase I, notamment la recombinaison homologue. Le mécanisme de toxicité du BPA demeure mal 

compris mais son interférence avec la signalisation des récepteurs aux œstrogènes a été évoqué à 

comme cause putative de ces défauts. L'utilisation du BPA étant actuellement restreinte, l'usage de 

divers analogues structuraux du BPA a considérablement augmenté en industrie, de sorte que 

plusieurs d'entre eux ont été retrouvés dans les fluides humains. Toutefois, les connaissances actuelles 

sur les effets toxicologiques potentiels des alternatives au BPA sont restreintes.  

Ainsi, le but de ce travail était d’étudier les effets d’une exposition fœtale à deux bisphénols 

analogues structuraux du BPA, le BADGE et le BPAF, sur les ovocytes de souris. Pour cela, des souris 

gestantes ont été exposées à l’un ou l’autre de ces polluants, ou au solvant, dilué dans l'eau de boisson 

à une concentration de 10 µM, pendant toute la deuxième moitié de la gestation (de 10,5jpc à la 

naissance). Cette étude montre les effets délétères du BADGE et du BPAF sur l’ovogenèse et la 

folliculogenèse. Des souris exposées in utero au BADGE et au BPAF présentent de nombreux défauts 

ovocytaires et de folliculogenèse après la naissance. Nous avons en effet observé un appauvrissement 

folliculaire, la formation de nombreux follicules multi-ovocytaires, une augmentation du nombre de 

chiasmas corrélée à des problèmes d’aneuploïdies ovocytaires à la reprise de méiose. L’observation de 

ces défauts ovocytaires semblent découler d’altérations lors de la prophase I de méiose puisque 
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l’exposition aux bisphénols induit un retard de l'initiation et de la progression méiotique ainsi qu’un 

nombre augmenté de crossing-over (signalisés par la présence des foyers MLH1). De manière 

intéressante, une exposition pré-méiotique (de 10,5 à 14,5 jpc) aux bisphénols est suffisante pour 

induire des défauts méiotiques. Ceci suggère que ces défauts découlent d’altérations germinales en 

amont de l’entrée en méiose. Nous avons notamment observé plusieurs altérations identifiées dans 

les CGP ovariennes exposées au BADGE ou au BPAF : 1/ la déméthylation de l’ADN ainsi que 

l’acquisition de la compétence gamétique semble retardée ; 2/ une augmentation des dommages 

oxydatifs de l’ADN ; 3/ une altération du programme transcriptionnel méiotique associé à des défauts 

d’épissage des ARNm. L’observation conjointe de ces défauts dans la dynamique de déméthylation et 

des altérations transcriptionnelles associés à une augmentation des lésions oxydatives nous a amené 

à proposer, pour la première fois, que ces défauts puissent découler de dommages oxydatifs de l’ADN, 

induits par les bisphénols dans les cellules germinales primordiales. En l’absence de la principale 

enzyme de réparation de la 8-OdG, l’ADN glycosylase OGG1, nous retrouvons effectivement un délai 

dans l’initiation méiotique ainsi qu’une augmentation du nombre d’évènements de recombinaison. 

L’utilisation d’un antioxydant, le N-acétylcystéine, conjointement à l’exposition aux bisphénols 

restaure la dynamique d’entrée en méiose et confirme le lien entre dommages oxydatifs et mise en 

place du programme méiotique. 
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Partie II – Les lésions oxydatives de l'ADN produites pendant la vie néonatale 

altèrent de façon permanente la gamétogenèse chez la souris et entraînent 

des mutations ponctuelles transmissibles à la progéniture. 

Notre exposition aux polluants environnementaux a largement augmenté au cours du siècle 

dernier. Nous sommes aujourd'hui continuellement exposés à une diversité de composés chimiques 

et physiques susceptibles d'affecter notre santé et notre vie reproductive. L’infertilité, qui touche 15 à 

25 % des couples en France, découle majoritairement d’anomalies qui surviennent au cours de la 

différenciation des cellules germinales mâles, sans que nous ne comprenions vraiment les mécanismes 

sous-jacents. 

 Au cours de la différenciation germinale mâle, on peut mettre en avant trois étapes clés : 

l’acquisition du programme transcriptionnel gamétique (vie fœtale), la mise en place du pool de 

cellules souches spermatogoniales (vie néonatale) et la méiose, avec la formation de cassures double-

brins programmées et leur réparation par recombinaison homologue (vie adulte). Celles-ci dépendent 

de la mise en place de programmes transcriptionnels précis, reposant sur des remaniements 

épigénétiques, et notamment de la méthylation de l’ADN, finement régulés.  Une exposition fœtale ou 

néonatale à des polluants environnementaux, notamment aux perturbateurs endocriniens, est connue 

pour être particulièrement délétère pour les cellules germinales et la fertilité à l'âge adulte.  

La plupart des polluants environnementaux partagent un caractère pro-oxydant, c’est-à-dire 

qu’ils sont capables d’induire un déséquilibre oxydatif au sein de nos cellules. Cela aboutira, au niveau 

de l’ADN, à la production de lésions oxydatives, dont la plus couramment rencontrée : la 7,8-dihydro-

8-oxoguanine (8-OdG), produit d’oxydation de la guanine. Outre son effet mutagène, la 8-OdG et ses 

produits de réparation peuvent avoir des répercussions épigénétiques directes ou indirectes sur la 

transcription, notamment en interférant avec les enzymes impliquées dans l’apposition et 

l’effacement de la méthylation des cytosines. Nos précédents travaux sur l’ovaire ont suggéré un lien 

fort entre la formation de dommages oxydatifs de l’ADN dans les cellules germinales primordiales, 

l’altération de la mise en place du programme méiotique et du bon déroulement de la méiose. 

  Ainsi, l’objectif de ces travaux était de décrire l’impact des dommages oxydatifs de type 8-

OdG sur chacune des étapes clefs de la différenciation des cellules germinales mâles et leurs effets à 

long-terme sur la fertilité. Pour cela, nous avons combiné un modèle génétique, avec l’utilisation d’une 

souris invalidée pour la 8-oxoguanine DNA glycosylase 1 (Ogg1), l’ADN glycosylase chargée de 

reconnaitre les lésions de type 8-OdG et d’initier leur réparation, et un outil chimique, le bromate de 

potassium (KBrO3), un puissant pro-oxydant connu pour induire spécifiquement des 8-OdG, afin de 



    
 

113 
 

 

contrôler la survenue des dommages oxydatifs. De fait, nous avons exposé des souris, déficientes ou 

non pour OGG1, au KBrO3 à trois périodes clés : 1/ en vie fœtale, de 10,5 à 14,5 jours post-conception ; 

2/ en vie néonatale, de 0,5 à 4,5 jour post-partum (jpp) ; 3/ à titre de comparaison, à l'âge adulte, de 

90 à 94 jpp, une fois que la spermatogenèse avait déjà commencé. Nous montrons dans cette étude, 

pour la première fois, que les cellules germinales mâles sont très sensibles aux dommages oxydatifs 

de l'ADN, particulièrement en vie néonatale. En effet, nous observons une altération permanente de 

la spermatogenèse, comprenant une diminution du poids des testicules, un nombre réduit de cellules 

souches spermatogoniales, une mortalité germinale accrue et diverses altérations au cours de la 

prophase I de méiose, aboutissant finalement une nette diminution de la fertilité globale de ces souris.  

En outre, nous avons montré que la formation de la 8-OdG dans les cellules germinales 

néonatales entraînait une instabilité génomique et l’introduction des mutations de novo dans la lignée 

germinale. Celles-ci sont transmises à la génération suivante et ont provoqué, de manière récurrente, 

l’apparition de malformations faciales dans la descendance. 

Enfin, nous avons entamé la collecte du matériel cellulaire nécessaire afin d’étudier les 

dérégulations transcriptionnelles et épigénétiques (méthylation et oxydation de l’ADN) survenant dès 

la fin de la formation des dommages oxydatifs, dans l’optique de décrypter, par ces multiples analyses 

omiques, les mécanismes sous-jacents aux défauts observés (travaux en cours). 

  



    
 

114 
 

 

 



    
 

115 
 

 

  



    
 

116 
 

 

  



    
 

117 
 

 

 



    
 

118 
 

 

  



    
 

119 
 

 

  



    
 

120 
 

 

  



    
 

121 
 

 

  



    
 

122 
 

 

  



    
 

123 
 

 



    
 

124 
 

 

  



    
 

125 
 

 

 



    
 

126 
 

 

 



    
 

127 
 

 

  



    
 

128 
 

 

 



    
 

129 
 

 

  



    
 

130 
 

 

 



    
 

131 
 

 

  



    
 

132 
 

 

  



    
 

133 
 

 

  



    
 

134 
 

 

  



    
 

135 
 

 

  



    
 

136 
 

 

  



    
 

137 
 

 

  



    
 

138 
 

 

  



    
 

139 
 

 

  



    
 

140 
 

 

 



    
 

141 
 

 

  



    
 

142 
 

 

Partie III – Les lésions oxydatives de l’ADN entraine un retard de 

différenciation des cellules germinales dans des testicules fœtaux humains 

Le cancer testiculaire est le cancer le plus fréquent chez les hommes jeunes et est très 

majoritairement d’origine germinale : on parle de tumeurs des cellules germinales testiculaires (TCGT). 

Son incidence a augmenté de manière très rapide dans la plupart des pays industrialisés, ce qui suggère 

fortement un rôle de l'environnement dans leur étiologie. Bien qu'il s'agisse d'un des cancers les mieux 

soignés, ces traitements conduisent à des désordres de fertilité.  

Les gonocytes sont des cellules germinales pluripotentes et prolifératives qui expriment des 

facteurs de cellules souches tels que OCT3/4 (codé par POU5F1), NANOG, AP2γ (TFAP2C) et PDPN 

(podoplanine). Suite à la déméthylation quasi-globale de leur génome, les gonocytes vont acquérir la 

compétence gamétique, programme transcriptionnel spécifiquement germinal avec expression de 

gènes tels que DDX4, DND1 et NANOS2. Celle-ci se déroule entre la 7ème et la 9ème semaine de grossesse 

dans le testicule fœtal humain. Après cela, les cellules germinales arrêtent de proliférer et migrent au 

contact de la lame basale des tubules séminifères. Elles sont alors appelées prospermatogonies et 

expriment des marqueurs illustrant leur différenciation tels que MAGEA4. Chez l’Homme, la 

différenciation des cellules germinales dans la gonade fœtale est très asynchrone et il n’est pas rare 

d’observer à la fois des cellules germinales indifférenciées et des prospermatogonies dans un testicule.  

Toute perturbation de la différenciation fœtale des cellules germinales, notamment une perte 

prématurée du programme de pluripotence, peut avoir des conséquences sur la survie germinale et 

donc sur la fertilité à l’âge adulte. A l’inverse, de nombreux éléments suggèrent qu’un défaut de 

différenciation des cellules germinales fœtale pourrait être à l’origine de la lésion initiale des TCGT, le 

carcinome in situ (CIS). En outre, la corrélation entre taux de polluants dans les fluides biologiques 

maternels et augmentation du risque de développer un TCGT laisse à penser que CIS pourrait être 

induit par une exposition prénatale à certains polluants environnementaux. Toutefois, l’étude du lien 

entre exposition fœtale, défaut de différenciation germinale et tumorigenèse est entravée par le 

manque de modèles expérimentaux appropriés – les souris ne développant pas de cancer testiculaire 

spontanément – et par le manque d’études à long terme chez l’Homme. Ainsi, les mécanismes sous-

jacents restent globalement mal compris. 

Pour répondre à ces problématiques, nous avons développé un modèle expérimental au 

laboratoire combinant xénogreffes de testicules fœtaux humains et transplantation des cellules 

germinales dans des testicules murins adultes. Ainsi, par xénogreffes dans le dos de souris athymiques, 

nous avons tout d’abord exposé sur le long terme (jusqu’à 18 semaines), des testicules fœtaux humains 
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à un mélange de polluants environnementaux : un phtalate, le DEHP et un bisphénol, le BPA, deux des 

plastifiants les plus répandus. Par ces travaux, présentés en annexe, nous démontrons que l’exposition 

conjointe au DEHP et au BPA induit des défauts de différenciation des cellules germinales dans les 

testicules fœtaux humains, à savoir une augmentation du nombre de cellules exprimant encore des 

facteurs de pluripotence (AP2γ-positives) et une augmentation du nombre de prospermatogonies 

anormalement prolifératives. De plus, par des analyses omiques (transcriptome et méthylome), nous 

observons une signature épigénétique similaire à celle des tumeurs germinales, notamment une 

hypométhylation globale des îlots CpG et l’expression anormale des marqueurs méiotiques.  

Par la suite, nous avons transplanté les cellules germinales humaines exposées dans un 

compartiment testiculaire de souris adultes, niche somatique propice à récapituler la différenciation 

des cellules germinales de l'état souche à l'état le plus différencié. Nous observons que les cellules 

germinales fœtales exposées au mélange DEHP/BPA sont plus susceptibles de développer un 

séminome une fois transplantées dans un contexte somatique adulte. Ces travaux constituent la 

première preuve que l'exposition à certains polluants environnementaux peut engendrer des lésions 

irréversibles dans les cellules germinales fœtales humaines, qui aboutissent à une réponse 

tumorigénique pendant la période pré-pubertaire. 

La plupart des polluants environnementaux partageant une activité pro-oxydante, et en 

considérant l’impact des dommages oxydatifs sur la gamétogenèse mâle chez la souris, nous avons 

souhaité étudier l’impact de la survenue de lésions oxydatives de type 8-OdG sur la différenciation des 

cellules germinales fœtales mâles humaines. Pour ce faire, nous avons exposé, par xénogreffes et 

pendant plusieurs semaines, des testicules fœtaux humains à une substance pro-oxydante décrite pour 

induire la formation de 8-OdG, le bromate de potassium (KBrO3). De la même manière que pour le 

mélange de plastifiants, nous observons histologiquement un retard de différenciation des cellules 

germinales par augmentation du nombre de cellules germinales pluripotentes (AP2γ-positives) mais 

sans persistance de prospermatogonies prolifératives (Figure 34). Ainsi, ces résultats laissent à penser 

que si nous transplantions ces cellules germinales exposées au KBrO3 dans des testicules murins 

adultes, nous retrouverions une susceptibilité accrue à la formation de séminomes et que, plus 

globalement, le mécanisme d’action des polluants environnementaux dans la survenue des cancers 

testiculaires pourrait être médié par les lésions oxydatives de l’ADN.  
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Figure 34. Maintien des cellules germinales humaines mâles dans un état de pluripotence après 
une exposition longue au bromate de potassium.  
Proportion du nombre de cellules germinales pluripotentes immuno-marquées par AP2γ dans des 
testicules fœtaux humains exposés pendant plusieurs semaines ou non au bromate de potassium 
(KBrO3) grâce à un modèle de xénogreffes. Le nombre de cellules AP2γ-positives a été rapporté au 
nombre de cellules germinales différenciées (MAGEA4-positives). Test exact de Fisher, p<0.0001. NT 
= non traité.  
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Discussion  

Bisphénols, infertilité et oxydation 

Les gamètes, cellules hautement spécialisées, sont l’élément central de la fertilité. La 

différenciation des cellules germinales est un processus initié pendant la vie fœtale et qui requiert la 

mise en place d’une cascade d’évènements finement régulés, dont la méiose, une particularité du 

lignage germinal. Leur bon déroulement est primordial afin de garantir la production, en nombre 

suffisant, de gamètes de bonne qualité. Ainsi, toute altération survenant pendant la mise en place et 

la différenciation des cellules germinales risque de nuire à la fertilité de l’individu ou la santé de ses 

descendants. Malheureusement, il n’est plus à démontrer que de multiples facteurs exogènes peuvent 

altérer ce processus, dont les polluants environnementaux.   

Nous sommes continuellement exposés à un mélange de substances potentiellement nocives 

pour notre santé et notre fertilité. Parmi eux, le bisphénol A est l’un de ceux dont les effets, notamment 

sur la fonction reproductrice, ont été le mieux caractérisés. La législation limitant son utilisation a 

poussé les industriels à avoir recours à des analogues structuraux du BPA, substances dont nous 

connaissons assez peu les effets. Ainsi, la première partie de cette thèse avait pour objectif d’étudier 

l’impact de deux substituts du BPA, le BADGE et le BPAF, sur l’ovogenèse chez la souris et de 

comprendre si un mécanisme de toxicité commun aux bisphénols existait. 

Avec le BADGE et le BPAF, comme cela avait été décrit pour le BPA, nous observons des 

altérations de la folliculogenèse et de l’ovogenèse. Nous observons notamment divers défauts 

méiotiques, particulièrement de la recombinaison homologue et de la ségrégation des chromosomes 

homologues en métaphase puisque nous décrivons une augmentation du nombre de chiasma par 

bivalents et du nombre d’ovocytes aneuploïdes. Des défauts similaires sont couramment observés 

après exposition au BPA (Hunt et al., 2012, 2003; Lawson et al., 2011; H.-Q. Zhang et al., 2012). Le BPA 

étant un perturbateur endocrinien œstrogéno-mimétique, différentes études proposent que les effets 

méiotiques observés découlent d’une action via les récepteurs aux œstrogènes. Cette hypothèse a été 

formulée par l’équipe de Patricia Hunt, qui observe des défauts méiotiques similaires (problème de 

synapsis et augmentation du nombre de foyers MLH1) dans les ovaires fœtaux de souris déficientes 

pour ERβ (Susiarjo et al., 2007). De même, il a été montré que l’utilisation d’un antagoniste des 

récepteurs aux œstrogènes en plus du BPA permet de protéger les cellules méiotiques chez le mâle 

comme chez la femelle (Liu et al., 2013; Yu et al., 2018). A l’inverse, dans l’ovocyte de poule, le BPA 

renforce spécifiquement l’expression du récepteur β aux œstrogènes (ERβ) au niveau ARNm et 

protéique (Yu et al., 2018). Ces résultats contradictoires laissent penser que la dérégulation de la voie 
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de signalisation des ER, de manière agoniste ou antagoniste, puisse induire des effets délétères sur la 

méiose.  

Les récepteurs aux œstrogènes sont des récepteurs nucléaires, qui sont donc capables de 

réguler l’expression génique par leur fixation au niveau de l’ADN. Or l’initiation et la progression 

méiotique sont dépendantes de l’expression d’un programme transcriptionnel précis, autorisé par 

l’effacement de la méthylation dans les CGP, processus d’abord passif et lié à la réplication, puis facilité 

par les enzymes TET. Nous avons alors souhaité étudier le profil transcriptionnel des ovogonies au 

cours de l’exposition aux bisphénols et notamment à leur entrée en méiose. Nous observons un retard 

d’entrée en méiose associé à des dérégulations transcriptionnelles et de la méthylation de l’ADN au 

moment de l’entrée en méiose après exposition au BADGE et au BPAF. Les polluants 

environnementaux, dont le BPA, sont des substance reconnus comme pouvant interférer avec le cycle 

cellulaire et avec les enzymes de déméthylation (Xu et al., 2002; Zhu et al., 2020). Nous formulons ainsi 

l’hypothèse que les bisphénols induisent des altérations transcriptionnelles par des perturbations du 

paysage épigénétique, ce qui perturbe la transition prolifération/différenciation et la méiose.  

En outre, le retard d’entrée en méiose pourrait aussi résulter d’altérations directes du cycle 

cellulaire. En effet, il a été démontré, dans des lignées cellulaires humaines ou des ovogonies ovines 

cultivées ex vivo, que le BPA est capable d’induire une diminution de l’expression de cyclines, protéines 

indispensables à l’avancée du cycle cellulaire, ou promouvoir la présence d’inhibiteurs des cyclines tels 

que p27 ou p21 (respectivement p27Kip1 et p21Cip1, p21 pouvant aussi être appelée CDKN1A – cyclin 

dependent kinase inhibitor 1A) (Bilancio et al., 2017; Loup et al., 2022). La régulation de ces facteurs 

participant activement à la transition de la mitose vers la méiose (Farini and De Felici, 2022), cela nous 

laisse penser qu’une perturbation de leur expression dans les ovogonies peut induire des défauts 

d’entrée en méiose.  

De manière générale, de nombreuses autres substances sont capables d’induire des défauts 

méiotiques similaires (Gely-Pernot et al., 2017; González-Sanz et al., 2020; Liu et al., 2017), y compris 

des composés qui ne sont pas considérés comme perturbateurs endocriniens et qui n’interfèrent donc 

en théorie pas avec la signalisation oestrogénique (Shin et al., 2019; Q. Xu et al., 2022). De plus, le 

BADGE, contrairement au BPAF, semble avoir une affinité bien plus faible voir infime pour les ERβ 

(Grimaldi et al., 2019). Ainsi, ces données nous laissent supposer que les défauts observés ne seraient 

qu’en partie médiés par les récepteurs aux œstrogènes et que d’autres mécanismes d’actions 

pourraient être impliqués. 

De manière intéressante, l’activation de la signalisation des œstrogènes peut conduire à la 

production de lésions oxydatives de l'ADN par l’induction d'un déséquilibre redox ou d'une explosion 
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oxydative génomique pendant la transcription (Perillo et al., 2008; Roy et al., 2007). Nous confirmons 

que l’exposition à des xéno-œstrogènes de synthèse puisse induire la formation de dommages 

oxydatifs de l’ADN puisque nous observons une augmentation du nombre de 8OdG, la lésion la plus 

couramment observée au niveau de l’ADN après oxydation, dans les ovogonies murines prolifératives 

après administration du BADGE ou du BPAF. Nous nous sommes alors penchés sur l’impact de ces 

dommages oxydatifs de l’ADN de type 8OdG sur l’ovogenèse par deux procédés différents. Tout 

d’abord, chez la souris invalidée pour OGG1, nous observons, comme avec les bisphénols, un retard 

d’entrée en méiose, des défauts de recombinaison homologue et des gamètes aneuploïdes. Ensuite, 

nous observons que l’exposition à une substance pro-oxydante, le bromate de potassium, conduit 

également à un délai dans l’initiation méiotique. Enfin, l’administration d’un antioxydant, le N-

Acétylcystéine (NAC), en parallèle de l’exposition au BADGE ou au BPAF permet de restaurer ce 

phénotype. Ensemble, ces données suggèrent que les dommages oxydatifs de l’ADN produits 

précocement au cours du développement embryonnaire puissent interférer avec la différenciation des 

cellules germinales femelles chez la souris et ainsi diminuer la fertilité des individus. Nous proposons 

également, pour la première fois, que les effets délétères des bisphénols sur l’ovogenèse puissent être 

médiés par la formation de lésions oxydatives de l’ADN, dépendamment ou non de l’activation de la 

signalisation œstrogénique.   

Au niveau mécanistique, de nombreuses questions restent en suspens. La 8OdG est décrite 

pour induire de la mutagenèse au cours de la réplication en fonction de la conformation qu’elle adopte 

dans le site actif des ADN / ARN polymérases (Cheng et al., 1992). Dans un système équilibré, une 

8OdG conduit à des transversions de l’ADN dans 1 à 5% des cas (Cheng et al., 1992; Tan et al., 1999). 

De même, la présence de 8OdG au niveau de l’ADN conduit à des mutations transcriptionnelles au 

niveau des ARNm (Brégeon et al., 2003). Après exposition au BADGE ou au BPAF, nous observons 

environ 3000 gènes présentant des altérations de l’épissage alternatif de leurs ARN. Comme les 

séquences consensus d’épissage alternatif, en 5’ et en 3’ de l’intron, comportent des guanines, nous 

pouvons faire l’hypothèse que l’introduction de mutations dans l’ADN ou dans l’ARNm, dues à 

l’oxydation de guanines, pourrait être au moins en partie à l’origine de ces erreurs d’épissage. Nous 

observons d’ailleurs, sur la base de données d’OxiDIP-seq obtenues par Amente et al. dans des 

fibroblastes embryonnaires de souris (Amente et al., 2019), que certains gènes différentiellement 

exprimés pouvaient chevaucher avec des régions de l'ADN sensibles à l'oxydation, susceptibles donc 

d’être mutées à la suite de l’occurrence d’une 8OdG.  

En outre, les guanines présentes au niveau de l’ARN peuvent aussi être oxydées, ce qui aboutit 

à la formation de o8G. Trois études évoquent le fait que la 8-oxoguanine serait, en fonction du type 

cellulaire et du modèle d’étude, 2 à 25 fois plus abondante dans l’ARN que dans l’ADN (Hofer et al., 
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2005; Mangerich et al., 2012; Wu and Li, 2008). Sur la base de ces résultats et étant donné qu'il peut y 

avoir jusqu'à 4 fois plus d'ARN que d'ADN dans les cellules (Hilf, 1977), la quantité de guanines oxydées 

dans l'ARN pourrait, dans les conditions les plus extrêmes, être 100 fois plus élevée que dans l'ADN. 

L’impact de la o8G sur la machinerie d’épissage n’est, à ma connaissance, pas détaillé mais il est facile 

de penser, compte tenu des effets des guanines oxydées sur les machineries de réplication et de 

transcription, que sa présence ne sera pas anodine. Il serait donc intéressant d’étudier l’état 

d’oxydation et la stabilité des ARN après exposition aux bisphénols. Nous pourrions en sus utiliser une 

drogue capable d’inhiber la transcription (Logan et al., 1989) afin de distinguer les effets induits 

directement par l’activité pro-oxydante du PE et ceux découlant d’erreurs des machineries cellulaires.  

En parallèle des études menées chez la souris, des travaux du laboratoire ont montré que 

l’exposition d’ovaires fœtaux humains par xénogreffe au BADGE engendre également une diminution 

du pourcentage de cellules méiotiques à un équivalent 30 SG. Bien qu’une grande variabilité 

interindividuelle ait été observée dans les gonades humaines, il semblerait que l’exposition aux 

bisphénols induise la même tendance au retard d’entrée en méiose dans les cellules germinales 

humaines que ce que nous avons observé chez la souris.  

Dans la gonade mâle, la différenciation germinale fœtale est illustrée par l’entrée en 

quiescence. Dans les travaux présentés en annexe, nous démontrons que l’exposition conjointe à deux 

plastifiants, le DEHP et le BPA, induit une augmentation du nombre de cellules exprimant encore des 

facteurs de pluripotence (AP2γ-positives) et une augmentation du nombre de prospermatogonies 

anormalement prolifératives, ce qui indique une perturbation des mécanismes d’induction de la 

quiescence. Ainsi, comme dans l’ovaire murin et humain, l’exposition à divers polluants 

environnementaux semble capable d’induire des défauts de différenciation des cellules germinales 

dans les testicules fœtaux humains. En dehors des défauts de fertilité, des altérations de la 

différenciation germinale fœtale sont associées, chez l’Homme, à la survenue de cancers testiculaires. 

Nous observons d’ailleurs dans l’article présenté en annexe, une augmentation du nombre de 

séminomes après transplantation de cellules germinales humaines exposées au BPA/DEHP dans un 

contexte permettant le début de la spermatogenèse. 

Ainsi, l’ensemble de ces travaux montre qu’outre les conséquences futures, une exposition 

fœtale à divers PE entraine un maintien de la pluripotence et des défauts de différenciation des cellules 

germinales, indépendamment du contexte somatique gonadique (ovaire et testicule) et de l'espèce 

(humain et souris). Ceci suggère fortement un mécanisme d’action commun, et nous proposons que 

les dommages oxydatifs de l’ADN soient, au moins en partie, engagés. Afin d’étudier leur implication 

dans la différenciation mâle, nous avons exposé des testicules fœtaux humains au KBrO3 par 
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xénogreffe. De même qu’après exposition au BPA/DEHP, nous observons une persistance des cellules 

indifférenciées dans les testicules fœtaux humains. Il nous a alors paru primordial de détailler l’impact 

des lésions oxydatives de l’ADN sur l’ensemble de la différenciation germinale mâle. Pour cela, nous 

avons conjointement utilisé le modèle de souris déficientes pour OGG1 avec l’administration de 

bromate de potassium. Une exposition courte au bisphénol, de quatre jours seulement, ayant suffi à 

induire des défauts méiotiques chez la femelle, nous avons conservé ce même temps d’exposition pour 

le mâle.  

Impact des lésions oxydatives de l’ADN sur la différenciation des cellules 

germinales chez le mâle 

Nous observons un effet global de l’exposition au KBrO3 sur le nombre de spermatozoïdes 

épididymaires mais nous n’observons une diminution significative du poids des testicules que chez les 

animaux déficients pour OGG1 exposés en période néonatale ou à l’âge adulte. Si l’effet de 

l’invalidation d’Ogg1 sur les testicules n’a pas été décrit, deux études réalisées chez le rat se sont 

intéressées à l’impact du KBrO3 sur le testicule (Elsheikh et al., 2016; Khan et al., 2012). La première 

décrit qu’une exposition pendant 5 semaines débutée un peu avant la puberté induit une diminution 

franche du poids des testicules et des épididymes ainsi que diverses altérations de la structure des 

tubes séminifères. La comparaison semble toutefois complexifiée par le fait que l’exposition est 

réalisée sur une longue période et avec une dose élevée. De fait, ils observent également une 

diminution de plus de la moitié du poids corporel, ce que nous n’observons pas dans notre modèle 

expérimental. La seconde étude rapporte une diminution de l’activité des enzymes anti-oxydantes, 

ainsi qu’une augmentation, légère mais significative, du poids des testicules. Ils associent cela à une 

peroxydation lipidique. Effectivement, même si le KBrO3 est connu pour induire majoritaire des 8OdG 

et que nous observons une nette augmentation de ce dommage oxydatif dans nos cellules germinales 

après exposition, nous ne pouvons pas omettre que d’autres défauts puissent être générés dont un 

stress oxydatif global dans les cellules et une peroxydation lipidique (Ahmad et al., 2014; Chipman et 

al., 1998).  

Le testicule, contrairement à l’ovaire, possède des cellules souches, capables, à la fois, de se 

renouveler et de nourrir la spermatogenèse en continu. Nous observons une diminution du nombre 

de cellules souches spermatogoniales après exposition fœtale et néonatale au KBrO3, 

indépendamment de la présence d’OGG1. Nous n’avons pas encore pu déterminer le mécanisme par 

lequel la survenue de dommages oxydatifs de l’ADN entraîne une diminution du nombre de CSS dans 

le testicule adulte plusieurs mois plus tard. Notre première hypothèse est que le nombre de cellules 

germinales est diminué dès le moment de l’exposition, notamment car la production massive de 8OdG 
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pourrait induire une mort cellulaire, surtout en absence d’OGG1, ou un blocage du cycle cellulaire 

germinal (Fu et al., 2019; German et al., 2017; Oka et al., 2008; Youn et al., 2007). De manière 

surprenante, les densités de cellules germinales en fins d’expositions fœtales ou néonatales ne sont 

pas significativement différentes. Toutefois, il parait envisageable que les dommages oxydatifs soient 

gérés sur le moment par la cellule germinale mais qu’au bout de quelques cycles de réplication, les 

défauts accumulés soient tels que la cellule finisse par être éliminée. Il serait donc intéressant de 

caractériser la quantité de cellules germinales à différents moments entre la fin de l’exposition et la 

vie adulte. Cette hypothèse est renforcée par l’observation de spermatogonies TUNEL+ dans le 

testicule adulte. Une autre hypothèse repose sur le fait que les dommages oxydatifs créés pourraient 

perturber la différenciation des CSS. La présence de 8OdG peut impacter de manière conséquente, par 

de multiples mécanismes directes et indirectes, la transcription de l’ADN (Pour revue, Hahm et al., 

2022, cf. figure 33). Or la différenciation des CSS repose sur l’expression d’un programme 

transcriptionnel finement régulée qui oriente les cellules sur la voie de la 1ère vague de spermatogenèse 

ou la fondation du pool de CSS. On pourrait donc supposer que les prospermatogonies soient mal 

orientées. Pour vérifier cette hypothèse, nous avons initié la collecte de cellules germinales en fin 

d’exposition fœtale dans l’optique d’étudier leur profil transcriptionnel par séquençage sur cellules 

uniques.  

De manière intéressante, nous n’observons pas d’altération du nombre de cellules PLZF-

positives après exposition au KBrO3 à l’âge adulte ni de tubes séminifères présentant une morphologie 

anormale. Ceci laisse penser que la diminution du poids testiculaire observé chez les souris Ogg1-/-  

exposées à l’âge adulte découlerait uniquement de problèmes survenant dans les cellules méiotiques, 

perturbations que nous observons. Ceci est en adéquation avec les défauts méiotiques observés après 

exposition de mâles adultes à divers polluants environnementaux (Gely-Pernot et al., 2015; Liu et al., 

2013). Ceci interroge aussi sur le caractère permanent des défauts observés. En effet, si le pool souche 

n’est pas affaibli mais qu’il s’agit d’effets directs sur les cellules pré-méiotiques/méiotiques, nous 

pouvons supposer qu’au bout de quelques cycles de spermatogenèse, nous n’observerons plus d’effet 

dans les testicules de ces souris, contrairement à celles exposées précocement.  

Chez la souris déficiente pour Ogg1-/- exposée en vie néonatale au KBrO3, nous observons, en 

plus de la diminution du nombre de spermatogonies, diverses altérations au cours de la méiose qui se 

traduisent par une disparition des cellules entre le stade leptotène et le stade pachytène. Dans le 

détail, nous observons tout d’abord une persistance de foyers γH2AX dans les cellules au stade 

pachytène. Cette signalisation ne semble pas liée à un problème de synapsis du complexe 

synaptonémal et persiste sous forme de foyers répartis sur les autosomes, liant parfois deux 

autosomes entre eux ou un autosome avec la vésicule sexuelle. Cette persistance est le signe de 
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défauts au cours de la recombinaison homologue. L’étape initiale de la recombinaison homologue est 

la formation programmée de cassures double-brin de l’ADN. Des perturbations dans le nombre ou la 

position des cassures formées induit des altérations de recombinaison homologue (Qu et al., 2021). 

Nous nous sommes donc intéressés aux acteurs impliqués dont RAD51, une recombinase qui se fixe 

au niveau des CDB rapidement après leur résection. Nous n’observons pas de modification du nombre 

de foyers RAD51 au stade leptotène, ce qui semble signifier que le nombre de CDB formées n’est pas 

altéré.  

En revanche, rien ne nous indique que la localisation de ces cassures n’est pas perturbée. 

Divers arguments nous laissent penser que la présence de 8-OdG pourrait perturber le positionnement 

des CBD. Tout d’abord, la liaison de SPO11 nécessite une chromatine ouverte, qui est normalement 

médiée par PRDM9. La présence de 8OdG induit de fait, une ouverture chromatinienne, en particulier 

par le biais de sa machinerie de réparation, ce qui pourrait attirer SPO11. A l’inverse, la présence de la 

8OdG ou de divers acteurs impliqués dans sa réparation pourraient perturber la fixation de SPO11 

comme c’est le cas pour différents acteurs protéiques de la transcription (Hailer-Morrison et al., 2003; 

Pastukh et al., 2015). En outre, la délimitation des points chauds de recombinaison méiotiques se fait 

par l’activité méthyltransférase de PRDM9 au niveau des queues des histones (Kang et al., 2018). Un 

des partenaires de PRDM9 est, de son côté, responsable de l’enrichissement des sites PRDM9 en 5hmC 

(Y. Imai et al., 2020). La 8OdG et OGG1 étant capables d’interagir ou de perturber l’activité de multiples 

enzymes chargées de la méthylation, aussi bien au niveau de l’ADN que des histones (Gorini et al., 

2021; Maltseva et al., 2009; X. Zhou et al., 2016), il parait envisageable que leur présence altère la 

localisation des sites de recombinaison. Ces hypothèses sont particulièrement vraies si les 8OdG sont 

présentes dans la cellule méiotique, ce qui est fortement probable après exposition adulte au KBrO3. 

Néanmoins, rien ne nous garantit que ce n’est pas le cas pour les expositions fœtales ou néonatales 

(nous en reparlerons un peu plus tard). En fonction de la présence ou non de la 8OdG, les mécanismes 

d’altérations méiotiques pourraient donc être différents. Indépendamment de la présence de 8OdG 

au moment de la méiose, sa survenue à un moment de la vie de la cellule germinale a pu provoquer 

des modifications du paysage épigénétique, modifications qui peuvent, elles, être encore présentes au 

moment de la méiose. Des défauts de la méthylation de l’ADN sont également tenus pour responsables 

d’altérations méiotiques, en particulier à cause de la dérépression des éléments transposables. 

Zamudio et al. décrivent aussi la formation de cassures abusives dépendantes de SPO11 dans les 

cellules méiotiques invalidées pour Dnmt3l (Zamudio et al., 2015). Pour vérifier que la localisation des 

CDB n’est pas altérée, nous souhaiterions réaliser un ChIP-Seq dirigé contre SPO11 ou PRDM9. 

Curieusement, les souris Ogg1-/- exposées en vie néonatale présentent un nombre de foyers 

MLH1 nettement diminué au stade pachytène alors qu’elles possèdent presque autant de 
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spermatocytes avec des défauts de recombinaison homologue que les souris Ogg1-/- exposées en vie 

fœtale. Cette constatation ayant été faite par immunofluorescence, nous ne savons pas si l’absence 

de MLH1 au niveau de la chromatine est due à des altérations transcriptionnelles, traductionnelles, ou 

si la protéine est présente mais incapable de se fixer (absence d’un partenaire ? impossibilité de se 

fixer car protéine tronquée ? ...). Une quantification de l’ARNm de MLH1 par PCR ou une détection de 

sa protéine par Western Blot dans des spermatocytes triés au stade pachytène pourrait être faite en 

première intention afin de déterminer quel « état » de MLH1 est perturbé. Encore une fois, une 

désorganisation du paysage épigénétique pourrait être impliqué car le promoteur de MLH1 présente 

une grande susceptibilité et son expression est souvent perturbée par une méthylation aberrante dans 

le cadre de cancers (Cunningham et al., 1998). Dans tous les cas, la diminution du nombre de foyer 

MLH1 est révélatrice d’un défaut de formation des crossing-over et, par conséquent, des chiasmas, 

liens indispensables pour une ségrégation correcte en métaphase (S. Wang et al., 2017). Nous 

observons effectivement une augmentation du nombre de cellules métaphasiques présentant au 

moins un bivalent non apparié après exposition au bromate de potassium. Ceci peut conduire à la 

formation de gamètes aneuploïdes ou à une mortalité des cellules germinales au moment du point de 

contrôle métaphase-anaphase (Nagaoka et al., 2012), conduisant dans tous les cas à des altérations de 

la fertilité.  

 Étant donné les nombreuses altérations observées chez le mâle OGG, nous avons réalisé des 

tests de fertilité. Nous observons une diminution de 20% du nombre de petits cumulés sur 12 portées 

ainsi qu’un allongement de la latence entre deux portées chez les mâles déficients pour OGG1 exposés 

en vie néonatale au KBrO3. De manière surprenante, nous observons une fertilité presque autant 

réduite chez le mâle sauvage exposé en vie néonatale sans pour autant observer de cellules 

apoptotiques ou d’altérations du nombre de cellules au stade pachytène. Par contre, ces individus 

présentent, comme les Ogg1-/-, une diminution drastique du nombre de CSS. Ainsi, indépendamment 

de la voie de réparation, l’établissement des cellules souches spermatogoniales en période néonatale 

semble présenter une grande sensibilité aux dommages oxydatifs de l’ADN. Les tests de fertilité étant 

des expériences longues, relativement couteuses et pouvant soulever quelques questions éthiques, 

nous nous sommes concentrés sur les animaux exposés en vie néonatale car ils présentent des 

altérations plus drastiques dans l’ensemble. Toutefois, les animaux exposés en vie fœtale présentant 

une diminution du nombre de CSS similaire à celle observée après exposition néonatale, nous pouvons 

supposer que leur fertilité soit autant altérée. 

 Même si les effets des dommages oxydatifs au niveau des cellules germinales sont indéniables, 

la fertilité des individus repose également sur des interactions entre les cellules germinales et les 

cellules somatiques. Une régulation fine au niveau endocrine et paracrine est strictement nécessaire 
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au bon déroulement de la spermatogenèse (Pour revue, Sofikitis et al., 2008). Dans notre modèle, la 

délétion d’Ogg1 concerne l’animal dans son entièreté, tout comme l’exposition au KBrO3 par voie 

orale. On ne peut donc pas exclure que les cellules somatiques testiculaires comme les organes 

endocrines aient eux aussi subit l’oxydation. Des observations histologiques en fin d’exposition et à 

l’âge adulte nous laissent penser que les cellules somatiques testiculaires, en particulier les cellules de 

Sertoli, ne sont pas altérées. De même, les animaux exposés, déficients ou non pour OGG1, vivent 

longtemps, jusqu’à près de deux ans, sans tumorigenèse évidente. Il serait pour autant intéressant de 

caractériser les taux sériques d’hormones stéroïdes et de développer l’étude des populations 

somatiques. Le séquençage sur cellules uniques initié afin d’observer l’orientation des cellules 

germinales en fin d’exposition néonatale sera réalisé à partir de testicules entiers. Nous pourrons donc 

nous intéresser également aux dérégulations des différentes populations somatiques testiculaires.  

Et maintenant ? 

Une des questions majeures qui reste encore en suspens est : Les lésions oxydatives de l’ADN 

sont-elles toujours présentes chez l’animal adulte ? Si non, quelle(s) cicatrice(s) ont-elles laissé pour 

engendrer de tels défauts à long-terme ? Il est donc primordial de réaliser rapidement une 

cartographie des dommages oxydatifs de l’ADN dans les cellules germinales, dès la fin de l’exposition, 

mais aussi à l’âge adulte, par exemple grâce à la méthode d’OXIDIP-Seq (Amente et al., 2019; Gorini et 

al., 2022). Au-delà de la constatation de leur maintien ou de leur disparition, nous pourrons évaluer 

s’il existe des points chauds d’oxydation dans les cellules germinales.  

Ces résultats pourront être mis en perspective avec le polymorphisme nucléotidique que nous 

observons par séquençage sur génome entier. En effet, indépendamment du génotype, nous 

observons la survenue d’anomalies développementales de la face dans la descendance des mâles 

exposés en vie néonatale au KBrO3. La 8OdG est connue pour être un dommage mutagène (Cheng et 

al., 1992) mais la survenue récurrente d’anomalies, semblables entre les individus, dans la 

descendance de plusieurs mâles exposés nous laisse penser que des mutations systématiques 

apparaissent et que certaines régions du génome sont davantage touchées. Une collaboration avec 

l’Institut Imagine est également en cours afin de déterminer si la cause de ces défauts est unique et, si 

oui, quelle mutation en est responsable. 

 Comme évoqué précédemment, la différenciation germinale repose sur l’expression 

successive de programmes transcriptionnels précis et la 8OdG peut perturber la transcription par de 

multiples biais. De plus, nous avons observé chez la souris femelle avec le BADGE et le BPAF comme 

avec le mélange BPA/DEHP dans les testicules fœtaux humains de multiples dérégulations du 

transcriptome suite à une exposition à ces PE. Nous souhaitons donc évaluer les altérations 
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transcriptionnelles dans les cellules germinales après survenue de dommages oxydatifs de l’ADN par 

RNA-Seq. De même, l’environnement épigénétique et en particulier la méthylation de l’ADN sont 

intiment liés à la différenciation germinale et à l’oxydation (Menezo et al., 2016). Nous observons 

effectivement une hypométhylation globale dans les cellules germinales humaines après exposition au 

BPA/DEHP. Ainsi, nous souhaitons étudier les dérégulations de la méthylation de l’ADN après survenue 

de dommages oxydatifs de l’ADN par séquençage Nanopore. Cette technique nous permettra de nous 

abroger de l’amplification par PCR et de la conversion bisulfite et de distinguer 5mC et 5hmC. 

La collecte des cellules germinales et la purification ADN/ARN pour réaliser ces différentes 

analyses omiques sont presque finalisées. Afin de démêler au mieux les mécanismes sous-jacents, il 

faudrait réaliser l’ensemble de ces explorations au moment de l’établissement des CSS en vie 

néonatale et au moment de la méiose, à l’âge adulte. 

En dehors de l’accumulation de connaissances fondamentales, la compréhension des 

mécanismes dans le modèle murin a pour objectif de décrypter ce qu’il se passe chez l’Homme afin de 

prévenir voire soigner les infertilités et les cancers testiculaires, en constantes augmentations. Il est 

donc primordial d’essayer de comprendre si les effets sur les cellules germinales humaines et murines 

sont similaires. Pour cela, nous possédons un modèle au laboratoire qui a déjà fait ses preuves. Comme 

évoqué précédemment, nous avons exposé des testicules fœtaux humains au KBrO3 et nous 

observons, comme constaté dans l’ovaire fœtal après exposition à divers PE, une augmentation du 

nombre de cellules indifférenciées au détriment des cellules différenciées. Ceci semble être le signe 

d’altérations de la différenciation des cellules germinales suite à la survenue de dommages oxydatifs 

de l’ADN, pouvant conduire à des altérations de fertilité et à la survenue de cancers testiculaires. 

Toutefois, l’observation d’un défaut de différenciation dans le testicule fœtal humain après 

survenue de dommages oxydatifs de l’ADN reste vraiment insuffisante pour une compréhension 

globale des évènements. Afin de caractériser les altérations cellulaires et transcriptionnelles causées 

par les dommages oxydatifs dans les cellules germinales humaines, nous proposons de réaliser une 

analyse transcriptomique spatiale par hybridation in situ sur cellule unique (Multiplexed Error-Robust 

Fluorescence in situ Hybridization MERFISH). L’inconvénient majoritaire de l’étude des gonades fœtales 

humaines est la quantité de matériel à disposition. Ainsi, le MERFISH présente plusieurs avantages : il 

nous permettra 1/ d’évaluer de manière exhaustive la différenciation des cellules germinales, en 

distinguant l’ensemble des populations germinales et 2/ de mettre en évidence la localisation des 

cellules germinales et somatiques et tenter de comprendre leurs interactions qui sont essentielles dans 

la différenciation des cellules germinales. La collecte des greffons exposés au bromate de potassium 

nécessaire à ces analyses est en cours de finalisation.  
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Conclusion 

En conclusion, ce projet de thèse s’inscrit tant sur le plan fondamental que sur le plan appliqué. 

Nous avons pu montrer, d’une part, le rôle des dommages oxydatifs de l’ADN sur la différenciation 

germinale mâle et femelle, au moment de leur survenue et à long-terme. De l’autre, nous avons décrit 

l’impact de certains polluants environnementaux à action pro-oxydante sur la lignée germinale murine 

et humaine et sur la fertilité. Nous observons une signature commune des défauts et proposons, au 

regard de l’ensemble de ces travaux, que les dommages oxydatifs de l’ADN puissent être un des 

chainons manquants tant recherchés entre polluants environnementaux et infertilité. Les analyses 

omiques en cours nous permettront sans doute de comprendre plus précisément le mécanisme 

d’action. 
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Summary 

Impact of oxidative DNA damage on germ cell differentiation 
 
Only germ cells (GCs) can undergo meiosis, an essential mechanism for the formation of the haploid 
gametes needed for sexual reproduction. Meiosis is a complex, finely regulated process whose proper 
functioning depends in mammals on events occurring before the onset of meiotic during fetal and 
neonatal life. Many environmental pollutants (EPs), such as bisphenol A (BPA), can disrupt germline 
differentiation and/or meiosis, resulting in fertility defects. A first part of my thesis examined the 
effects of fetal exposure to two structural analogues of BPA, bisphenol A Diglycidyl Ether (BADGE) and 
bisphenol AF (BPAF), on ovogenesis in mice. We observed a defect in germline differentiation 
(maintenance of pluripotency and delay in meiotic initiation), an increase in the number of MLH1 foci, 
a meiotic protein, and an increase in aneuploid oocytes. Using a xenograft model, we also studied the 
impact of chronic exposure to a mixture of plasticizers, BPA and Diethylhexyl Phthalate (DEHP), on 
human male fetal differentiation. As observed in the murine ovary, the human fetal testis displayed a 
delay in CG differentiation following exposure to this mixture of pollutants. Furthermore, exposed CG 
show an increased capacity to form seminoma (testicular cancer) when transplanted into an adult 
mouse testis. The maintenance of GC pluripotency following fetal exposure to various PEs, regardless 
of gonadal somatic context (ovary and testis) and species (human and mouse), suggests a common, 
yet unknown, mechanism of action. Among possible molecular mechanisms, most PEs have a pro-
oxidant effect. The most commonly observed lesion after oxidation in the nucleus is 8-oxo-7,8-
dihydroguanine (8-OdG), resulting from the oxidation of a guanine. In addition to its mutagenic effect, 
this oxidative damage can have direct epigenetic repercussions by recruiting the transcriptional 
machinery, or indirect epigenetic repercussions by affecting the chromatin environment or interfering 
with proteins involved in DNA methylation/demethylation. Thus, the aim of my work was to 
characterize the impact of 8-OdG on murine male CG differentiation and to study its long-term effects 
on fertility. To this end, we combined a genetic model, with mice invalidated for 8-oxoguanine DNA 
glycosylase 1 (Ogg1) responsible for recognition and initiation of repair of 8-OdG-type lesions, and a 
chemical model, using a pro-oxidant agent, potassium bromate (KBrO3), which specifically induces 8-
OdG and allows us to form oxidative damage at key moments in germline differentiation. We have 
shown for the first time that murine male CGs are highly sensitive to 8-OdG-type oxidative DNA 
damage and that they present a specific window of sensitivity, neonatal life, during which significant 
8-OdG formation leads to permanent impairment of spermatogenesis. Several months after exposure 
to KBrO3, a reduction in the spermatogonial stem cells pool and various meiotic defects are observed 
in the adult testis, potentially leading to the formation of aneuploid gametes. This resulted in an overall 
reduction in the fertility of the mice. Finally, the 8-OdGs produced caused de novo germline DNA 
mutations, transmissible to offspring and responsible for the appearance of facial malformations on 
several occasions in our mice. Taken together, our results suggest that 8-OdG-type oxidative DNA 
damage could be a common mechanism of action for many pro-oxidant EPs. 
 
 

Key words: Germ cells, oxidative DNA damage, environmental pollutants, germline differentiation, 
meiosis, fertility, de novo mutations, testicular cancer. 
  



    
 

 
 

 

Résumé 

Impact des dommages oxydatifs de l’ADN sur la différenciation des cellules germinales 
 
Les cellules germinales (CG) sont les seules cellules capables de réaliser la méiose, mécanisme 
indispensable à la formation de gamètes haploïdes nécessaires à la reproduction sexuée. La méiose 
est un processus complexe et finement régulé dont le bon fonctionnement, chez les mammifères, 
repose en partie sur des évènements antérieurs à l’initiation méiotique, en vie fœtale et néonatale. De 
nombreux polluants environnementaux (PE), tels que le bisphénol A (BPA), sont capables d’induire des 
défauts de fertilité par perturbation de la différenciation germinale et/ou de la méiose. Au cours de 
ma thèse, nous avons tout d’abord étudié l’effet de l'exposition fœtale à deux analogues structuraux 
du BPA, le bisphénol A Diglycidyl Ether (BADGE) et le bisphénol AF (BPAF), sur l'ovogenèse chez la 
souris. Nous avons observé un défaut de différenciation germinale (maintien de la pluripotence et délai 
de l’initiation méiotique), une augmentation du nombre de foyer MLH1, une protéine méiotique, et 
une augmentation de l'aneuploïdie ovocytaire. En parallèle, nous avons étudié l’impact d’une 
exposition chronique à un mélange de plastifiants, le BPA et le Diethylhexyl Phthalate (DEHP), sur la 
différenciation fœtale mâle humaine grâce à un modèle de xénogreffe. De la même manière que dans 
l’ovaire murin, nous observons un délai de différenciation des CG dans le testicule fœtal humain suite 
à l’exposition à ce mélange de polluants. De plus, les CG exposées présentent une tendance accrue à 
former un séminome (cancer testiculaire) lorsqu’elles sont transplantées dans un testicule de souris 
adulte. Le fait que l'exposition fœtale à divers PE entraine un maintien de la pluripotence des CG 
indépendamment du contexte somatique gonadique (ovaire et testicule) et de l'espèce (humain et 
souris) suggère un mécanisme d’action commun, encore inconnu. Parmi les mécanismes moléculaires 
possibles, la plupart des PE présentent un effet pro-oxydant. Dans le noyau, la lésion la plus 
couramment observée après oxydation est la 8-oxo-7,8-dihydroguanine (8-OdG), résultat de 
l’oxydation d’une guanine. Outre son effet mutagène, ce dommage oxydatif peut avoir des 
répercussions épigénétiques directes, en recrutant la machinerie transcriptionnelle, ou indirectes, en 
impactant l’environnement chromatinien ou en interférant avec les protéines impliquées dans la 
méthylation/déméthylation de l’ADN.  Ainsi, mes travaux ont eu pour objectif de caractériser l’impact 
de la 8-OdG sur la différenciation des CG males murines et d’étudier les effets à long-terme sur la 
fertilité. Pour cela, nous avons combiné un modèle génétique, avec des souris invalidées pour la 8-
oxoguanine DNA glycosylase 1 (Ogg1) chargée de reconnaitre les lésions de type 8-OdG et d’initier leur 
réparation, et un modèle chimique, avec l’utilisation d’un agent pro-oxydant, le bromate de potassium 
(KBrO3), qui induit spécifiquement des 8-OdG et nous permet de former des dommages oxydatifs à 
des moments clés de la différenciation germinale. Nous avons montré pour la première fois que les CG 
mâles murines sont très sensibles aux dommages oxydatifs de l'ADN de type 8-OdG et qu'elles 
présentent une fenêtre de sensibilité spécifique, la vie néonatale, au cours de laquelle une formation 
importante de 8-OdG entraîne une altération permanente de la spermatogenèse. En effet, nous 
observons dans le testicule adulte, plusieurs mois après l’exposition au KBrO3, une diminution du pool 
de cellules souches spermatogoniales et divers défauts méiotiques pouvant conduire à la formation de 
gamètes aneuploïdes. Cela conduit à une baisse globale de la fertilité des souris. Enfin, les 8-OdG 
produites ont conduit à des mutations de novo de l'ADN germinal, transmissibles à la descendance et 
responsables de l’apparition de malformations faciales à plusieurs reprises chez nos souris. Ensemble, 
nos résultats suggèrent que les lésions oxydatives de l'ADN de type 8-OdG pourraient être un 
mécanisme d'action commun à de nombreux PE pro-oxydants. 
 
 
 
Mot-clés : Cellules germinales, dommages oxydatifs de l’ADN, polluants environnementaux, 
différenciation germinale, méiose, fertilité, mutations de novo, cancer testiculaire. 
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